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O presente estudo teve como objetivo extrair e caracterizar as frações obtidas da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, verificar o potencial de aplicabilidade 
cosmética e biológica, e ainda agregar um valor maior a semente da fruta como 
aproveitamento de resíduos industriais. Por meio de extração em aparelho soxhlet, 
foram obtidas as frações hexano, clorofórmio, metanol e acetato de etila, sendo que 
a fração hexano foi a que apresentou maior rendimento no processo extrativo. O 
óleo foi caracterizado por CG-EM e CG, revelando um elevado teor de ácido graxo 
insaturado, principalmente poliinsaturado. Apresentou comportamento reológico 
pseudoplástico e um ótimo poder de espalhabilidade. A subfração FC2 foi 
identificada por CG e a FC4 por infravermelho e RMN de 13C e 1H. Caracterizou-se a 
subfração FC2 como uma mistura de ácidos graxos e a FC4 como uma mistura de 
dois limonóides identificados como limonina e nomilina. O estudo de algumas 
atividades biológicas das frações revelou atividade alelopática em relação às 
sementes de Lactuca sativa. A fração metanol desenvolveu toxicidade frente à 
Artemia salina, embora nenhuma fração tenha apresentado atividade hemolítica. A 
fração metanol demonstrou maior atividade antioxidante quando comparada as 
outras frações tanto pelo método da redução do complexo do fosfomolibdênio como 
pela redução do radical DPPH. O extrato bruto não demonstrou atividade 
antibacteriana sobre as bactérias analisadas. A fração clorofórmio estimulou a 
enzima tirosinase. As análises indicam que o óleo (fração hexano) possui 
semelhança aos óleos utilizados na indústria cosmética e alimentícia, sendo valioso 
para aplicações industriais. Aplicou-se o óleo em três formulações diferentes e foi 
avaliada a estabilidade, espalhabilidade e análise sensorial destas formulações. A 
formulação composta por RM 2051® apresentou melhor desempenho em relação às 
demais, porém demonstrou-se ligeiramente irritante pelo método HET-CAM. 
Realizou-se microencapsulação do óleo para atenuar sua oxidação. 
 
Palavras chave: semente, Citrus sinensis (L.) Osbeck, Rutaceae, antioxidante, 






This study aims extract and characterize the fractions obtained from the seeds of 
Citrus sinensis (L.) Osbeck, investigate its potential applicability in cosmetics and in 
biological activities, and also add a greater value to the fruit seed, using its industrial 
wastes. By extraction in soxhlet, the fractions hexane, chloroform, methanol and 
ethyl acetate were obtained. The hexane fraction was the one in greater quantity in 
the extraction procedure. The oil was characterized by GC-MS and GC, revealing a 
high content of unsaturated fatty acid, mainly polyunsaturated acid, demonstrating 
pseudoplastic rheological behavior and optimum spread power. The subfraction FC2 
was identified by GC and FC4 by IR, 1H and 13C NMR. FC2 subfraction was 
characterized as a mixture of fatty acids and FC4 subfraction was a mixture of two 
limonoids identified as limonin and nomilin. The study of some biological activities of 
the fractions presented allelopathic activity over the seeds of Lactuca sativa. The 
methanol fraction demonstrated toxicity on Artemia salina, although none of the 
fractions has presented hemolytic activity. The fractions methanol and ethyl acetate 
showed higher antioxidant activity when compared with the rest of the fractions by 
the method of reducing the phosphomolybdenum complex and also by the reduction 
of DPPH radical. The crude extract demonstrated no antibacterial activity on the 
bacteria analyzed. The chloroform fraction stimulated the tyrosinase enzyme. The 
analysis indicated that the oil (hexane fraction) is similar to the oils used in cosmetics 
and food industry, being valuable for industrial applications. The oil was used in three 
different formulations which evaluated the stability, spreadability and sensory of 
formulations. The formulation RM 2051® performed better than the others and it is 
slightly irritating by the HET-CAM method. Microencapsulation of the oil was done to 
mitigate its oxidation. 
 
Key words: seed, Citrus sinensis (L.) Osbeck, Rutaceae, antioxidant, tyrosinase, 







Há séculos que a humanidade tem evoluído na utilização de plantas 
medicinais como fonte de uso terapêutico (LORENZI, MATOS, 2002). Entretanto, 
nos diversos patamares do desenvolvimento da sociedade, a importância dada às 
plantas assumiu diferentes estágios, conforme a intensidade de seu uso (VALFRÉ, 
1990). Desde a época das cavernas a prática do uso de plantas medicinais pelo 
homem tem avan ao longo dos tempos, desde as formas mais simples até as formas 
tecnologicamente sofisticadas da fabricação industrial na atualidade, no entanto, 
mesmo hoje, esses vegetais são o único recurso terapêutico de muitas comunidades 
e grupos étnicos (LORENZI, MATOS, 2002). 
Atualmente há uma tendência mundial em resgatar hábitos de vida mais 
saudáveis, o que aumenta a utilização de plantas nas mais variadas formas e usos 
(PEREIRA, 2008). Isso impulsiona uma maior amplitude de estudos que busquem a 
caracterização, identificação e isolamento de novos compostos de plantas com 
propriedades medicinais e atividades farmacológicas. Desta forma é fortalecida a 
relevância das pesquisas multidisciplinares que agreguem conhecimentos químico, 
microbiológico, farmacológico e biotecnológico nestes estudos (FOGLIO et al., 
2006). 
Dentre essas pesquisas com plantas, estudos com a espécie Citrus sinensis 
(L.) Osbeck (laranja) é relevante tanto como uso farmacêutico ou cosmético. Além 
da utilização na cura de determinadas doenças, existem registros de antigas 
civilizações egípcias e chinesas que já faziam o uso de plantas medicinais na área 
cosmética (PERECIN, BOVI, MAIA, 2002). 
Citrus é um gênero de grande interesse para a indústria farmacêutica, sendo 
produzidos em diversos países ao redor do mundo como Brasil, Estados Unidos, 
Japão, China, México, Paquistão e países da região mediterrânea. Os Estados 
Unidos lideram a produção mundial com um rendimento médio de 30 toneladas de 
Citrus por hectare seguido pelo Brasil e China, com 20 a 25 e 18 a 20 toneladas de 
Citrus por hectare, respectivamente (MAHMOOD, 2009; KHAN, 2005). 
Com esta produção acentuada, cresce a produção das indústrias de 
transformação, bem como de insumos que consequentemente tem aumentada a 
disponibilidade de subprodutos como as sementes (AKPATA, AKUBOR, 1999). Este 
26 
 
resíduo proveniente do consumo in natura de suco de Citrus de laranjas doces 
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) pela indústria de alimentos são freqüentemente 
descartados quando não utilizados como ração animal ou adubo, gerando 
problemas ambientais. Os benefícios da utilização destes resíduos de maneira 
eficiente, econômica e segura tornam-se relevantes, pois além dos empregos que 
possam gerar, agrega valor ao fruto disponível (SCHIEBER, STINTZING, CARLE, 
2001; AKPATA, AKUBOR, 1999). 
Dentre outras aplicações das sementes, destaca-se o uso de óleos fixos 
como veículos para aplicação de princípios ativos na pele, principalmente por 
apresentarem composição semelhante ou idêntica aos lipídios encontrados na pele 
humana (BRACONI et al., 1995). Portanto, conduzir estudos na aplicação do óleo 
fixo de sementes de Citrus sinensis (L.) Osbeck na área cosmética é adequado. É 
interessante avaliar a possibilidade no desenvolvimento de produtos cosméticos 
contendo óleos vegetais, disponibilizando ao consumidor formulações estáveis e 
com eficácia comprovada na prevenção e tratamento da pele seca. Isto representa a 
necessidade de realizar um estudo exaustivo de extração e identificação dos 
compostos da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, conhecer suas características 





2.1 OBJETIVO GERAL 
Extrair e caracterizar as frações das sementes de Citrus sinensis (L.) 





2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Determinar o rendimento das frações obtidas das sementes de Citrus 
sinensis (L.) Osbeck em extração por Soxhlet; 
 Isolar os constituintes químicos presentes nas frações;  
 Identificar os compostos isolados utilizando Infravermelho (IV), 
Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de13C e 1H e Cromatografia 
gasosa (CG); 
 Avaliar atividade antimicrobiana, atividade antioxidante, bioatividade 
frente à Artemia salina, atividade hemolítica, atividade alelopática e 
atividade da enzima tirosinase das frações obtidas; 
 Quantificar os ácidos graxos do óleo das sementes por Cromatografia 
Gasosa (CG) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de 
Massa (CG-EM); 
 Avaliar densidade, espalhabilidade e o parâmetro de viscosidade do óleo 
de Citrus sinensis (L.) Osbeck;  
 Microencapsular o óleo de Citrus sinensis (L.) Osbeck; 
 Desenvolver formulações cosméticas emulsionadas contendo o óleo da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck; 
 Avaliar parâmetros de estabilidade sob diferentes condições; 
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 Avaliar o potencial de espalhabilidade e sensorial das formulações 
desenvolvidas elegendo a de maior aceitabilidade para o teste de 






3 REVISÃO DA LITERATURA 
3.1 ENQUADRAMENTO TAXONÔMICO DE Citrus sinensis (L.) Osbeck (LARANJA 
DOCE) 
Muitos cultivares de Citrus possui características de híbridos, que dificultam 
sua classificação taxonômica. Os dois sistemas de classificação mais utilizados são 
o de Swingle (1967) com 16 espécies reconhecidas e o de Tanaka (1977), com 162 
espécies (CARVALHO, 2003). O gênero Citrus L. pertence à divisão Magnoliophyta, 
subdivisão Magnoliophytina, classe Magnoliopsida, subclase Rosidae, ordem 
Sapindales (CRONQUIST, 1988), família Rutaceae, subfamília Aurantioideae, na 
qual existem duas tribos, seis subtribos e 33 gêneros. Os gêneros mais importantes 





3.2 CONSIDERAÇÕES SOBRE A FAMÍLIA RUTACEAE 
A família Rutaceae é composta por plantas subarbustivas ou arbóreas. Esta 
família apresenta folhas alternadas, estípulas ausentes, providas de glândulas 
oleíferas. Possui árvores com espinhos. Inflorescências perfumadas, pentâmeras, ou 
tretâmeras, diclamídeas, cíclicas, hermafroditas. Ovário súpero com placentação 
axilar possuindo um a vários óvulos. Fruto seco capsular de um tipo especial, o 
esperídio (Citrus), indeiscente, com grande desenvolvimento de células papiliformes 










3.3 CONSIDERAÇÕES SOBRE O GÊNERO Citrus 
O Gênero Citrus pertence à família Rutaceae sendo composta por 16 
espécies como tangerinas (Citrus reticulata Blanco), toranjas (C. grandis Osbeck), 
laranja-azeda (C. aurantium L.), laranja-doce (C. sinensis (L.) Osbeck), limas (C. 
aurantifolia [Christm.] Swingle), cidras (C. medica L.), limões (C. limon Burm. f.) e 
pomelos (C. paradisi Osbeck) (SWINGLE, 1967). As espécies da família Rutaceae p 
ossuem distribuição principalmente nas regiões tropicais e subtropicais. Os Citrus 
são arbustos ou árvores de tamanho pequeno a médio até cerca de 6m de altura, 
embora algumas espécies podem atingir 15m. Enxertos podem afetar 
significativamente a altura da árvore. As árvores possuem casca fina, lisa, cinza a 
marrom-esverdeada (MANNER et al., 2006). 
Os representantes de Citrus apresentam intercompatibilidade sexual, o que 
possibilita a origem natural dos híbridos intergenéricos e interespecíficos ao longo do 
processo de evolução do grupo. Desta forma, existe complexidade filogenética e 
taxonômica, isto deve-se a particularidades de sua biologia reprodutiva e a sua 
ampla história de cultivo. Podem ser observadas em espécies de Citrus variações 
morfológicas em folhas, flores e, principalmente, em frutos (MAGALHÃES JUNIOR, 
NEGRI, PALHARES JUNIOR, 2005). 
As flores são brancas e aromáticas e frutos do tipo baga, contendo vesículas 
preenchidas por um suco de grande interesse comercial (Figura 1 e 2) 
(MAGALHÃES JUNIOR, NEGRI, PALHARES JUNIOR, 2005). 
 
 








O fruto maduro pode ser oblado, esférico, ovóide ou mesmo periforme, de 
diversos tamanhos, com diâmetros variando até 30 cm. A coloração da casca pode 
variar do amarelo ao verde, como nas limas, até ao vermelho-alaranjado, como nas 
tangerinas (Figura 2) (SWINGLE, 1967).  
 
 
Figura 2 – Citrus sinensis (L.) Osbeck  




A casca ou epicarpo é diferenciado em um exocarpo compacto, 
colenquimatoso, o flavedo, e um mesocarpo esponjoso, o albedo (ESAÚ, 1974). No 
flavedo, encontra-se uma cutícula constituída de cera que irá controlar a difusão de 
água e de compostos químicos para o meio ambiente e um suporte estrutural 
formado por polímeros que irão proteger o fruto contra o ataque de microrganismos. 
Carotenóides contribuem na coloração da casca e óleos essenciais que dão aroma 
ao fruto. Os constituintes monoméricos majoritários do flavedo são ácidos graxos 
hidroxilados com 16 átomos de carbono (FANG et al., 2001). No flavedo podemos 
encontrar glândulas com flavonóides polimetoxilados (MOULY, GAYDOU, 
ARZOUYAN, 1999). O albedo é formado por pectina e a parede celular constitui a 
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porção geralmente branca e esponjosa da casca (ARDLE, LETOURNEAU, 
STEPHEN, 2000). 
As sementes (Figura 3) possuem, além de embrião sexual, embriões 
nucelares, também chamados de assexuais, agâmicos, adventíceos, apomíticos ou 
somáticos. O número de sementes por fruto varia de zero a 25 (MAGALHÃES 
JUNIOR, NEGRI, PALHARES JUNIOR, 2005). 
 
 
Figura 3 – Sementes de Citrus sinensis 




Os representantes desse gênero possuem um conjunto básico 
cromossômico x=9, sendo relatados poucos indivíduos triplóides na natureza 




3.3.1 Origem de Citrus 
Os representantes desde gênero são originários da Ásia e, devido às 
condições favoráveis para o seu desenvolvimento, foram introduzidos no Brasil pelos 
portugueses (COSTA, 2000). Os Citrus estão entre as mais importantes árvores 
frutíferas do mundo e o seu processo de produção e consumo tem aumentado 
consideravelmente desde os meados da década de 1980 (STEUER, SCHULZ, 
LAGER, 2001). Os frutos são colhidos em muitos países com clima tropical ou 
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subtropical e os principais produtores são Brasil, China, Japão, México, Paquistão, 
Estados Unidos e os países da região do mediterrâneo. 
 
 
3.3.2 Aspectos econômicos 
A produção citrícola mundial é de cerca de 105 milhões de tonelada por ano 
e os frutos desse gênero são principalmente processados para o sumo. A citricultura 
brasileira se destaca e apresenta um potencial competitivo dentre as atividades 
agroindustriais (CARVALHO, 2003). Detendo 30% da produção mundial de laranja e 
59% de suco do fruto, o Brasil movimenta R$ 9 bilhões por ano com a geração e 
manutenção de mais de 400 mil empregos diretos e indiretos (JANK, NEVES, 2006). 
Isso deve-se ao fato do aumento do consumo de produtos naturais levando o país à 
liderança mundial na exportação de suco de laranja concentrado (LUZIA, JORGE, 
2009; FERNANDES et al., 2002). 
Devido a seus variados usos os frutos de Citrus possuem relevância 
econômica para o país (STEUER, SCHULZ, LAGER, 2001), pois os óleos essenciais 
obtidos são amplamente utilizados na indústria alimentícia, bem como as indústrias 
de perfumes e fragrâncias (SCHULZ et al., 2002). Além disso, esses óleos são 
utilizados em desodorantes, sabonetes, detergentes, componentes de 
medicamentos, antissépticos e em aplicações de aromaterapia. Não obstante, a 
importância dos cítricos não está somente no óleo essencial extraído das cascas, 
mas também nos componentes de suas sementes que possuem algumas atividades 
biológicas já estudadas (SAIDANI, DHIFI, MARZOUK, 2004). 
Os resíduos da indústria de suco, como cascas, sementes e polpas, que 
representam cerca de 50% das frutas, é uma fonte potencial de valiosos 
subprodutos (ANWAR et al., 2008). Estes poderiam ter outras utilidades ao ser 
humano e, consequentemente ao meio ambiente (KOBORI, JORGE, 2005).  
Como as sementes de Citrus habitualmente são consideradas resíduos 
agro-industriais e esporadicamente são utilizados como ração animal ou fertilizante, 
o custo de secagem e transporte para esse fim é fator economicamente limitante. 
Convém citar que a porção descartada no meio ambiente representa um problema 
ambiental crescente (KOBORI, JORGE, 2005). 
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3.3.3 Importância sanitária e atividades biológicas do Citrus 
Estudos epidemiológicos têm relatado resultados benéficos à saúde na 
associação da dieta com consumo de frutas e produtos hortícolas, com a redução de 
risco para algumas doenças como diabetes, doenças crônicas, câncer, doenças 
cardiovasculares e Alzheimer (ABEYSINGHE et al., 2007).  
Os consumidores estão cada vez mais conscientes em relação ao valor 
nutricional e a segurança dos alimentos. A preferência por produtos naturais ocorre 
porque acredita-se ser mais seguro e saudável (FARAG et al., 1986).  
 Essa tendência de consumo dos produtos naturais deve-se à preocupação da 
prevenção de doenças cardiovasculares e câncer (GARDNER et al., 2000), pois nos 
últimos anos foi notado um aumento no consumo destes produtos incentivando uma 
grande expansão da agroindústria de frutas e hortaliças, principalmente na indústria 
de sucos brasileira (BRANCO et al., 2007). 
Os frutos e produtos hortícolas em geral contêm diferentes componentes 
antioxidantes. Os flavonóides, incluindo flavonas, isoflavonas, flavononas, 
antocianinas, catequinas, e isocatequinas são componentes presentes nestes 
produtos (HANASAKI, OGAMA, FUKUI, 1994).  
Devido a sua excelente atividade antioxidante e suas funções biológicas, 
alguns autores referem os flavonóides como substitutos de antioxidantes sintéticos 
que podem proporcionar vantagens tecnológicas, científicas, nutricionais e 
medicinais (ALVAREZ et al., 2004; MARTÍNEZ-VALVERDE, PERIAGO, ROS, 2000).  
No entanto, o uso destes antioxidantes naturais é limitado pela falta de 
conhecimento sobre sua composição molecular, quantidade de ingredientes ativos e 
a disponibilidade de dados relevantes de toxicidade (SHAHIDI; WANASUNDARA, 
AMAROWICJ, 1994).  
Já foram encontradas outras atividades relacionadas a estes flavonóides 
como: anticancerígeno, antivirais, atividades antiinflamatórias, efeitos sobre a 
fragilidade capilar, capacidade de inibir agregação plaquetária e uso como repelente 
(BENAVENTE-GARCIA et al., 1997).  
Os flavonóides aparecem entre os metabólitos secundários presentes frutos 
cítricos e constituem o grupo de grande importância dentro dos compostos fenólicos. 
Também podem ser encontradas nas frutas cítricas 6 a 12% de glicídios, elevadas 
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quantidades de compostos nitrogenados, vitaminas C e cálcio, bem como ferro, 
fibras e outros sais minerais. O teor de gorduras, em contrapartida, é baixo, 
oscilando entre 0,2 e 0,5% (MOULY, GAYDOU, ARZOUYAN, 1999).  
Os frutos cítricos são conhecidos por conterem antioxidantes naturais 
derivados do óleo, polpa, sementes e cascas (LUZIA, JORGE, 2009). Duda-Chodak, 
Tarko, (2007) ao comparar a atividade antioxidante de cascas e sementes de frutas 
cítricas consumidas na Polônia, percebeu que as cascas possuem maior capacidade 
de seqüestrar radicais livres e maior concentração de polifenóis que as sementes.   
Ambas as cascas e as sementes são fontes de compostos fenólicos, que 
incluem ácidos fenólicos e flavonóides. Flavonóides são representados nas frutas 
cítricas por duas classes de compostos: flavonas polimetoxiladas e flavanonas 
glicosilada. Seu padrão é específico de cada espécie, o que os torna bom 
marcadores de adulteração em sucos comerciais (OOGHE, DETAVERNIER, 1997). 
Além disso, alguns flavonóides de Citrus e seus derivados, no campo da tecnologia 
alimentar, são conhecidos principalmente pela capacidade de proporcionar um sabor 
amargo ou inibidor da amargura (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997).  
Vários antioxidantes naturais foram isolados das sementes de oleaginosas, 
cereais, produtos hortícolas, frutos, folhas, raízes, especiarias e ervas 
(JAYAPRAKASHA, TAMIL SELVI, SAKARIAH, 2003). Compostos antioxidantes 
também foram identificados nas sementes de Citrus (GORINSTEIN et al., 2001), uva 
(JAYAPRAKASHA, SINGH, SAKARIAH, 2001) e romã (SINGH, MURTHY, 
JAYAPRAKASHA, 2002). No entanto, existe pouca informação disponível sobre 
estudos relacionados à atividade antioxidante da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck. 
Atualmente existe crescente demanda por antioxidantes naturais e inúmeras 
investigações científicas especialmente entre os frutos. Todavia, apenas alguns 
deles envolvem resíduos de frutos, sementes e cascas. Esforços têm sido feitos 
para melhorar os métodos para utilização destes resíduos A concorrência entre os 
antioxidantes naturais e sintéticos, em termos de consumo, aceitação, as 
necessidades legais de acesso ao mercado, à toxicidade e estabilidade térmica, 
além do melhor método de extração, são os problemas da não utilização adequada 





3.3.3.1 Considerações sobre a composição química do óleo de Citrus 
O óleo essencial de laranja obtido pela condensação dos vapores durante o 
processo de concentração do suco é constituído basicamente por uma mistura de 
hidrocarbonetos terpênicos quimicamente instáveis e por compostos oxigenados que 
representam 5 a 10% do referido óleo (ASCHERI, 1999). 
Além do óleo volátil presente nas frutas cítricas, as sementes pertencentes a 
este gênero também possuem óleo fixo composto basicamente por triacilgliceróis e, 
em menor quantidade, por ácidos graxos livres, hidrocarbonetos, esteróis e matéria 
não gordurosa como limonina e naringina (KOBORI, JORGE, 2005; REDA et al., 
2005; GIANNUZZO et al., 2000;). 
Os ácidos graxos são características importantes do óleo da semente de 
Citrus. Várias pesquisas foram realizadas sobre a composição do óleo fixo, os 
principais ácidos graxos encontrados foram: palmítico, palmitoléico, esteárico, oléico, 
linoleico e linolênico (KOBORI, JORGE; 2005). 
A limonina é um limonóide característico do gênero Citrus, foi o primeiro 
limonóide a ser isolado, desta forma o termo limonóide foi derivado desta substância 
(MURPHY, 2008). 
A naringina é um flavonóide (flavanona glicosilada), que é extraído da casca 
de alguns Citrus e é o principal responsável por seu sabor amargo. Também está 
presente na polpa dos frutos, folhas, flores e sementes da planta (GIANNUZZO et 
al., 2000). Certos flavanonas glicosídeos amargos ou sem gosto podem ser 
transformados pela abertura do anel na hidrogenação chalcona que mais tarde se 
transforma em diidrochalcona, consistindo no poder edulcorante igual ou superior a 
sacarina (ALVAREZ et al., 2004). 
 
3.3.3.2 Limonóides e suas atividades biológicas  
O perfil químico do gênero Citrus é caracterizado pela presença de 
cumarinas, flavonóides, alcalóides e limonóides (RIBEIRO, 2006). 
Limonóides são triterpenos modificados chamados de tetranortriterpenoides, 
com 26 átomos de carbono, encontrados na Rutaceae e família Meliaceae. Dentre 
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37 limonóides relatados em Citrus e seus híbridos, limonina é o grande responsável 
pela amargura retardada em sucos de Citrus e produtos transformados (OZAKI et 
al., 1991). Sua rota biossintética tem origem em um triterpeno que gera um 
tetranortriterpenóide pela perda de quatro átomos de carbono do precursor original, 
essa rota envolve várias reações que levam a formação de diferentes estruturas, 
mas que, geralmente, possuem 26 átomos de carbono no esqueleto básico 
(SIMÕES, 2007). 
Os limonóides são conhecidos pelo fato de apresentarem atividade contra 
insetos, seja interferindo no seu crescimento, seja pela inibição na ingestão de 
alimentos possuem importantes atividades biológicas tais como a inibição de 
crescimento de tumores cancerígenos, existem estudos como antibacterianos, 
antifúngicos, antimaláricos, antivirais e uma série de outras atividades 
farmacológicas (MURPHY, 2008; ROY, SARAF, 2006; OZAKI et al., 1991,). 
Recentemente, estes metabólitos secundários têm recebido muita atenção, 
por sua complexidade estrutural e atividade diversificada (GARCÍA 2004). 
Dentre as pesquisas de compostos isolados de Citrus várias foram as 
espécies pesquisadas por Ozaki et al. (1991), no qual foram identificados os 
glicosídeos limonóides.Todas as sementes estudadas continham 17-β-D -
glucopiranosideos de limonina, nomilina, obacunone, deacetilnomilina, ácido 
nomilinico e ácido deacetilnomilinico. O conteúdo total glucosideos limonóides variou 
0,31-0,87% do peso seco. A concentração de glicosídeo nomilina foi maior entre os 
glicosídeos encontrados nas sementes. Todas as sementes também continham 
limonóides agliconas comumente encontrados em Citrus, ou seja, limonina, nomilina, 




3.4 ÓLEOS VEGETAIS E APLICAÇÃO COSMÉTICA 
A maior parte dos óleos e gorduras é constituída de triacilglicerídeos, que 
são ésteres formados de glicerol e três ácidos graxos e em menor quantidade mono 
e di-glicerídeos; ácidos graxos livres; tocoferol; esteróis e vitaminas de gorduras 
solúveis (FARIA et al., 2002). 
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Os ácidos graxos são normalmente compostos por cadeia reta com o nº par 
de C na molécula, mas também existe ácidos impares, cadeias ramificadas e cíclicas 
(GIOIELLI, 1996). Estes ácidos graxos podem ser insaturados e saturados. O ácido 
saturado mais importante é o ácido esteárico (C18:0) e os insaturados mais 
importantes são: ácido oléico, ácido linoleico e ácido linolênico. A maioria dos óleos 
vegetais contém uma grande quantidade de ácidos graxos mono ou poliinsaturados 
(FARIA, 2002). 
Os ácidos graxos saturados e insaturados na constituição natural de óleos 
fixos conferem propriedades emolientes quando incorporados em 
dermoformulações. Desta forma, são amplamente utilizados em formulações 
cosméticas e farmacêuticas, devido sua inerente propriedade emoliente que, quando 
em contato com a pele, não forma película contínua. Esta propriedade deve-se à 
tensão superficial e imiscibilidade com a água que possibilita distribuição em 
gotículas nos espaços interfoliculares e entre os poros sudoríparos. Desta forma o 
óleo em contato com a camada córnea torna a pele macia e com toque agradável 
(OLIVEIRA, BLOISE, 1995). 
Vale ressaltar que é extremamente importante o cuidado com a estabilidade 
destes óleos, já que estes são possíveis de oxidação, principalmente os óleos que 
possuem quantidade maior de ácidos graxos insaturados que são bastante instáveis 





A pele ou tegumento externo, limite anatômico do organismo animal, é o 
mais acessível e o maior sistema orgânico do corpo. Constitui um revestimento 
barreira funcional, eficiente contra agressões externas provocadas por 
microorganismos e radiação como também internas, prevenindo a perda de água e 
de proteínas para o exterior, sem a qual a vida se tornaria impossível. A pele é 
maleável, elástica, irregular, desigual. Pode ser lisa ou rugosa, glabra ou pilosa 
(KEDE, 2004; PERSSONELLE, 2004; HERNANDEZ, MERCIER-FRESNEL, 1999; 
CHIEN, 1992; VIGLIOGLIA, RUBIN, 1989). 
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A pele também age como órgão sensorial e nela se verificam com grande 
precisão os sintomas de dor, tato, calor e frio, alertando o organismo para que 
elabore a resposta correspondente (VIGLIOGLIA, RUBIN, 1989). A pele é uma 
espécie de “espelho” que reflete e amplifica as reações do organismo pouco 
acessíveis à investigação (HERNANDEZ, MERCIER-FRESNEL, 1999). Nela se 
refletem os sentimentos e emoções, como vergonha ou angústia (rubor), medo 
(palidez, ereção dos pelos pela contração dos pequenos músculos cutâneos) e 
ansiedade (sudoração) (VIGLIOGLIA, RUBIN, 1989). Além disso, participa do 
sistema imunológico e exerce outras funções, como a regulação da temperatura 
corpórea, a produção de vitamina D3, a excreção de eletrólitos e outras substâncias 
e confere uma proteção relativa contra insultos físicos (KEDE, 2004; 
PERSSONELLE, 2004; OBAGI, 2004). 
Embora represente menos de 15% do peso do corpo sua extensão 
corresponde a uma área de aproximadamente dois metros quadrados, recebendo 
um terço do total de sangue circulante pelo corpo (KEDE, 2004; CHIEN, 1992; 
VIGLIOGLIA, RUBIN, 1989). Segundo Obagi (2004) corresponde a 20% do peso 
corporal. 
A pele apresenta variações em sua espessura decorrentes da mobilidade, 
atrito ou pressão a que está sujeita de acordo com sua localização topográfica 
(VIGLIOGLIA, RUBIN, 1989). Não há um consenso entre os autores, mas, no geral, 
a espessura total da pele varia de 1,5 a 4 mm (PERSSONELLE, 2004); 2,97 ± 0,28 
(CHIEN, 1992); 0,5mm na nuca a 5mm na planta dos pés (HERNANDEZ; 
MERCIER-FRESNEL, 1999) e assim se compreende que uns poucos milímetros 
separam a subjacente rede de circulação sanguínea e os órgãos viáveis do meio 
externo (CHIEN, 1992). 
De origem ectodérmica e mesodérmica (KEDE, 2004), microscopicamente a 
pele é um órgão multiestratificado composto de, anatomicamente, muitas camadas 
histológicas (CHIEN, 1992). Entretanto, geralmente é descrita em termos de três 
camadas teciduais que em corte perpendicular de fora para dentro, denominam-se 
epiderme (tecido epitelial estratificado), derme (tecido conjuntivo) e hipoderme 
(tecido conjuntivo adiposo subcutâneo). A hipoderme não é considerada por muitos 
autores como parte integrante da pele, embora seja estudada dentro do sistema 
tegumentar. A pele possui penetrações verticais dos apêndices, tais como o folículo 
piloso e as glândulas sudoríparas e sebáceas (PERSSONELLE, 2004; OBAGI, 
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2004; KEDE, 2004; BAUMANN, 2002; HERNANDEZ, MERCIER-FRESNEL, 1999; 




3.5.1 Constituição da pele 
Estruturalmente a pele possui uma série de camadas, há três grandes 
divisões (Figura 4): epiderme (tecido epitelial estratificado), derme (tecido conjuntivo) 
e hipoderme (tecido conjuntivo adiposo) (HERNANDEZ, MERCIER-FRESNEL, 
1999). 
 




A epiderme é formada de epitélio pavimentoso estratificado composto de 
camadas tissulares onde, da mais profunda em direção a superfície, temos a camada 
basal, espinhosa, granulosa e córnea (ROSS, REITH, ROMRELL, 1993). Esta 
camada é muito importante no ponto de vista cosmético porque esta camada que 
contribui para a cor da pele e dá a pele sua textura e umidade (BAUMANN, 2002). 
A derme é um tecido conjuntivo sobre o qual se apóia a epiderme. A derme 
apresenta espessura variável de acordo com região observada e compreende um 
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verdadeiro gel rico em polissacarídeos, sustância fundamental e material fibrilar 
composto de fibras elásticas, colágenas e reticulares (SAMPAIO, RIVITTI, 2001). É o 
elemento de sustentação e nutrição da epiderme e seus anexos divide-se em derme 
superficial ou papilar e derme profunda ou reticular (HERNANDEZ, MERCIER-
FRESNEL, 1999). 
A hipoderme é a camada mais profunda da pele e se localiza entre a derme 
e os órgãos profundos (HERNANDEZ, MERCIER-FRESNEL, 1999). É constituída de 
tecido adiposo e conjuntivo (CUZZI-MAYA, PIÑEIRO-MACIEIRA, 2001) Possui 
funções importantes, entre as quais se destacam reserva de gordura, mobilização de 
gordura ou lipólise, função energética (em caso de necessidade a lipólise libera 
rapidamente os ácidos graxos), função na termogênese, função de proteção 





Emulsões são definidas como um meio líquido ou pastoso que constituem-se 
de sistemas heterogêneos no qual a menos um líquido imiscível está disperso em 
outro na forma de gotículas (BARATA, 1994). São utilizados como produtos 
cosméticos e dermatológicos em função de terapêuticas, e como veículos para 
transportar fármacos e agentes cosméticos através da pele (ECCLESTON, 1997). 
As duas fases não miscíveis (água/óleo) entre si com ajuda de um 
tensoativo (emulsionante) formam um sistema homogênea (LEONARDI, CHORILLI, 
2008). Visualmente a emulsão apresenta-se homogêneo, mas na verdade quando 
visualizado em microscópio esta apresenta gotículas. As gotículas constituem a fase 
dispersa e o líquido a fase dispersante (BARATA, 1994). 
Desta forma a emulsão apresenta-se composta por gotículas da fase 
dispersa (ou interna) envolta pela fase contínua (ou externa). As emulsões simples 
podem ser classificadas em água em óleo (A/O), quando as gotículas da fase 
aquosa estão dispersas numa fase contínua oleosa; ou óleo em água (O/A), quando 
as gotículas da fase oleosa estão dispersas numa fase contínua aquosa (BARATA, 
2004). Para classificar a emulsão em O/A ou A/O não é avaliado a quantidade de 
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componentes hidro e lipossolúveis, o que determinada esta característica é o 
emulsionante utilizado. Desta maneira as emulsões são compostas por três fases: 
fase aquosa, fase oleosa e agente emulsificante (LEONARDI, CHORILLI, 2008). 
 
 
3.6.1 Estabilidade das emulsões 
A procura por produtos cosméticos com boa qualidade e seguro está 
exigindo da comunidade científica estudos cada vez mais complexos e utilização de 
técnicas mais eficientes para determinação da estabilidade dos produtos. Mesmo 
não existindo um padrão para realização da estabilidade de produtos cosméticos, 
estudos acadêmicos vêm sendo realizados. Nesse sentido, o estudo reológico é 
uma importante característica a ser considerado no desenvolvimento de cosméticos, 
com avaliação desta natureza é possível detectar sinais precoces de instabilidade da 
formulação. A análise térmica e análise física química também são usadas para 
auxiliar o estudo da estabilidade de produtos cosméticos (ISAAC et al., 2008). 
A estabilidade é um parâmetro de validação muito pouco descrita em 
normas de validação de metodologia analítica (VILEGAS, CARDOSO, 2007), mas 
necessária para assegurar a qualidade do cosmético. 
Várias são as causas que acarretam a instabilidade do produto: temperatura 
de emulsificação, variáveis relacionadas à formulação, velocidade de resfriamento, 
intensidade de agitação, ordem de adição de matérias-primas, material de 
acondicionamento e às condições ambientais e de transporte (LEONARDI, 
CHORILLI, 2008). 
As análises de estabilidade fornecem informações sobre o comportamento 
do produto, em determinado intervalo de tempo, frente a condições ambientais a que 
este possa ser submetido, desde a fabricação até o término da validade. Para os 
testes de estabilidade, as condições mais comuns são: temperatura (elevada, do 
ambiente e baixa), exposição à luz e ciclos de congelamento e de descongelamento 
(BRASIL, 2004). 
O pesquisador que julga como será avaliado o produto de acordo com os 
componentes e características do mesmo. Podem ser avaliados de acordo com as 
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seguintes análises: organolépticos, físico-químicos, centrifugação e microbiológicos 
(BRASIL, 2007). 
Normalmente os produtos são avaliados por testes preliminares e 
posteriormente se permanecerem estáveis pode ser submetido ao Teste de 





A microencapsulação é utilizada como ferramenta para proteção e 
modulação da liberação de substâncias (GONSALVES et al., 2009). Neste processo 
pode ocorrer o encapsulamento de partículas sólidas, gotículas de líquidos e gases 
em camadas de polímero finas. As vantagens da utilização deste sistema incluem 
proteger o ativo contra degradações por diminuir seu contato com o restante da 
formulação; estabilidade e proteção contra oxidação e fotodegradação e mascarar 
sabor, odor (PASQUALIM et al., 2010; JACKSON, LEE, 1991). De acordo com 
GONSALVES et al., (2009), a baixa estabilidade dos óleos vegetais, devida 
oxidação dos constituintes, desfavorece sua utilização direta sendo necessária a sua 
microencapsulação. 
Microcápsulas são sistemas poliméricos sólidos e esféricos de tamanho 
variando entre 1 e 1000 µm. Podendo defini-las como microcápsulas 
nanotecnológicas ou microcápsulas macroscópicas (PASQUALIM et al., 2011). 
A microencapsulação é amplamente utilizada em vários setores, 
principalmente na área farmacêutica e médica, para encapsulação de fármacos 
instáveis e irritantes ou na preparação de sistemas de liberação (OLIVEIRA, 2006; 
SHAHIDI, 1993). 
Por meio deste processo é possível converter líquidos em sólidos, mascarar 
odor e sabor, alterar propriedades de colóides e de superfície, proteger fármacos 
das condições ambientais e do trato gastrintestinal, melhorar estabilidade de 
fármacos, modular características de liberação e proporcionar liberação sítio 
específica (OLIVEIRA, 2006; NADIAN et al., 2002). 
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A técnica de microencapsulação depende das propriedades físicas e 
químicas do material a ser encapsulado. Vários aspectos devem ser verificados no 
desenvolvimento de microcápsulas, tais como, natureza, estabilidade do material a 
ser encapsulado, características do polímero encapsulador, processo de 
microencapsulação e características do produto a ser obtido. Também devem ser 
avaliados os materiais utilizados. Estes materiais podem ser de origem natural, semi-
sintética, sintética, biodegradáveis ou não, no qual podemos citar a goma arábica, 
alginato, os carboidratos, amido, maltodextrina, proteínas, caseína, gelatina, 
derivados de celulose, carboximetilcelulose, etilcelulose e os polímeros derivados do 
ácido acrílico e metacrílico (JACKSON, LEE, 1991). 
Estes materiais devem oferecer algumas propriedades de revestimento, tais 
como: resistência, flexibilidade, impermeabilidade e estabilidade (OLIVEIRA, 2006). 
Polímeros naturais têm despertado o interesse dos pesquisadores devido às 
vantagens que apresentam tais como a facilidade de obtenção, baixa toxicidade, 























Realizou-se no presente trabalho uma pesquisa qualitativa experimental 
aplicada, realizadas em duas fases distintas. 
A primeira etapa traduz a importância da utilização das sementes de Citrus 
sinensis (L.) Osbeck em processos industriais e demonstra o processo de 
fracionamento deste resíduo, submetidas a técnicas de isolamento e caracterização 
de compostos químicos e atividades biológicas das frações obtidas.  
A segunda fase aborda a aplicabilidade do óleo obtido em formulações 
cosméticas. Foram formuladas três diferentes emulsões com 2% de óleo da semente 
de Citrus sinensis (L.) Osbeck e posteriormente realizou-se um estudo comparativo 
de estabilidade, espalhabilidade e sensorial, além da análise de irritabilidade da 
emulsão selecionada. Também foi realizado o microencapsulamento do óleo da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck com a finalidade de redução de oxidação do 
óleo. 
A Figura 5 esquematiza o fluxograma da pesquisa, sequência da 
metodologia aplicada na primeira fase do trabalho e a Figura 6 ilustra cada passo da 
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4.1 PRIMEIRA FASE: DA COLHEITA DE Citrus sinensis (L.) Osbeck À AVALIAÇÃO 
DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS DAS FRAÇÕES 
4.1.1 Método de obtenção das sementes 
Foram selecionadas 650 unidades de laranjas (Citrus sinensis (L.) Osbeck). 
Estas foram coletadas no Sítio Montanha (Figura 8), lote 08, na cidade de Jardim 
Alegre (Figura 7), no estado do Paraná, Brasil. A identificação da espécie botânica 
[Citrus sinensis (L.) Osbeck] provedora das sementes, foi realizada pelo botânico Dr. 
Gert Hatschbach, do Museu Botânico Municipal (MBM) da prefeitura do município de 
Curitiba-PR e registrado sob numeração 11.784. As sementes foram removidas dos 
frutos manualmente, lavadas com água potável e secas a 40 °C em uma estufa com 
circulação de ar forçada por 19 horas. 
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As sementes foram armazenadas em frasco de vidro, fechado e identificado, 










Figura 8 – Árvores de coleta de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
Fonte: A autora, 2009 
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4.1.2 Determinação da umidade 
Utilizou-se o método gravimétrico da farmacopéia (1988) para determinação 
de umidade das sementes. 
Pesou-se um grama do material em triplicata, em cadinho de porcelana 
previamente seco. O material pesado foi secado em estufa a 100-105°C durante 3 
horas e após resfriado em dessecador, e novamente pesado. O processo de 
secagem foi repetido até peso constante não diferindo por mais de 5mg entre as 




4.1.3 Determinação das cinzas totais 
Para determinação de cinzas totais da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck foi realizado o método descrito pela Farmacopéia (1988). Este processo tem 
como objetivo estabelecer a quantidade de substância residual não volátil no 
processo de incineração.  
Previamente o cadinho de porcelana foi calcinado em mufla a 450°C por 30 
minutos e resfriado em dessecador. Pesou-se no cadinho tarado 1g da semente. 
Incinerou-se em mufla 450°C por duas horas e em seguida o cadinho com o material 
calcinado foi colocado em dessecador até temperatura ambiente e pesado. 
(FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 1988).  Calculou-se a porcentagem de cinzas em 




4.1.4 Obtenção das frações  
As sementes de Citrus sinensis (L.) Osbeck foram secas, trituradas em 
moinho de facas, e colocadas em um extrator Soxhlet (Figura 9). Este processo de 
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extração requer o emprego de um cartucho de papel onde é acondicionado o 
material vegetal. O cartucho é colocado no extrator acrescentando-se o solvente, 
que recobre a amostra. Todo o sistema é conectado a um condensador. O processo 
de extração contínuo acontece quando o solvente colocado em um balão sob 
aquecimento entra em ebulição, é condensado e percola pelo cartucho, retornando 
novamente para o balão carreando o material solubilizado. O processo de extração 
foi de aproximadamente 6 horas. O volume utilizado de solvente foi de 200 mL no 
cartucho e de 300mL no balão (FALKENBERG, SANTOS, SIMÕES, 1999).  
Foram utilizados solventes hexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol 
identificadas respectivamente como fração hexano (FH / óleo), clorofórmio (FC/ 
FCL), acetato de etila (FAC) e metanol (FM).  
Após a extração com hexano, foram realizadas com a mesma amostra, 
extrações com clorofórmio, acetato de etila e metanol, sucessivamente, nas mesmas 
condições de processo. 
As frações foram filtradas, levadas ao banho-maria até a secura a 40°C e 
pesado. 
Os rendimentos foram obtidos considerando o peso inicial das sementes 
secas e trituradas.  
 
Figura 9 – Extrator de Soxhlet 





4.1.5 Isolamento e caracterização dos compostos 
As frações obtidas foram eluidas em coluna cromatográfica de vidro de 16 
cm x 4,5cm, com sílica gel 60 Merck (70-230 mesh) na proporção de 5 partes em 
relação à quantidade de amostra e fase móvel de polaridade crescente,  
hexano/acetato de etila e acetato de etila/metanol respectivamente (Figura 10). 
O sistema eluente iniciou com 100% de hexano, tendo acetato de etila e 
metanol como gradientes de polaridade com variação de 5%. 
Apenas a fração clorofórmio foi submetida à cromatografia em coluna de 
sílica, permanecendo a fração metanólica e acetato de etila para serem trabalhadas 
posteriormente. 
Foram coletadas subfrações de aproximadamente 20 mL em frascos de 
vidro e trabalhadas em temperatura ambiente para isolamento. O perfil das amostras 




Figura 10 – Coluna cromatográfica 
Fonte: A autora , 2010 
 
 
Os compostos isolados foram identificados por espectroscopia de 




Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos em Espectrômetro de RMN 
modelo Brucker Advance 400 MHz e 100 MHz, utilizando-se solvente deuterado e 
TMS como padrão interno de referência. 
As amostras para infravermelho foram preparadas em pastilhas de brometo 
de potássio anidro (KBr) comprimidas em equipamento Bomem-Hartmann & Braum 




4.1.5.1 Identificação do óleo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
4.1.5.1.1 Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM) 
Para proceder à análise do óleo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, 
foi realizado derivatização. Após derivatização dos ácidos graxos presentes no óleo 
a ésteres metílicos e através de um Cromatógrafo a gás acoplado a Espectrômetro 
de Massa (CG-EM), marca Varian 4000 foram detectados os picos correspondentes 
aos ácidos graxos saturados e insaturados pelos respectivos tempos de retenção, 
espectro de fragmentação de massas. 
Por esta técnica faz-se a separação de substâncias voláteis que são 
arrastadas por uma corrente gasosa através de uma fase estacionária. A detecção 
por massas foi feita por meio de ionização eletrônica (70eV) e analisador do tipo íon 
trap. A temperatura do injetor foi mantida em 250°C e do trap em 200°C. Foi utilizado 
como gás de arraste o Hélio 5.0 analítico, a um fluxo de 1mL/min. As análises foram 
realizadas em coluna capilar VF1.MS (30 metros, espessura 0,25mm e diâmetro 
interno 0,25 micrometro), sendo a temperatura inicial do forno da coluna de  50oC e 
a programação com 1° estágio de  160°C,espera 2 min, taxa de aquecimento 5°C 
/min durante 3 min. O 2° estágio com 280°C taxa de aquecimento 5°C /min durante 





4.1.5.1.2 Cromatografia gasosa  
Também foram identificados os ácidos graxos por cromatografia gasosa, 
desta forma detectados os picos correspondentes aos ácidos graxos saturados e 
insaturados. Foi utilizada cromatógrafo gasoso da Agilent, mod. 6850, software 
EZChrom SI, detector FID e uma coluna de aço inoxidável DB-23 (60m x 0,25 
diâmetro interno x 0,25 filme) com fase estacionária (50% cianopropil)-
metilpolisiloxano. 
Pesou-se 100 mg óleo e adicionado 10 mL Hexano e 100 µL KOH 0,2 N 
agitando-se em vórtex por 5 minutos. Deixou-se decantar a glicerina e adicionou-se 
o sobrenadante direto no vial. Foi injetado 1 µL da amostra. A amostra foi 
cromatografada sob as condições de fluxo de 30 ml/ min (Gás Hidrogênio), 
temperatura do injetor 250°C, temperatura do detector de 280°C.  
 
 
4.1.6 Análises físico-químicas do óleo (Fração hexânica) 
4.1.6.1 Parâmetro reológico de viscosidade 
O parâmetro reológico de viscosidade do óleo foi determinado em 
equipamento Brookfield, modelo DV III, com cone coaxial (spindle) SC 4-31, a uma 
temperatura de 25°C. 
A viscosidade depende das características físico-químicas e das condições 
de temperatura do material (BRASIL, 2007). Cerca de 10g de amostra foram 
analisados no dispositivo de amostras e o sensor imerso possibilitou, sob 
velocidades crescentes, a leitura das viscosidades. Foi traçada a curva 
correspondente a velocidades, a fim de serem classificados os sistemas em 
Newtonianos ou não-Newtonianos, isto é, que apresentam ou não viscosidades 
constantes sob qualquer condição (ISAAC et al, 2008). 
O estudo do perfil reológico para viscosidade da emulsão foi realizado 
utilizando-se reômetro. Todas as análises foram realizadas à temperatura ambiente 
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controlada (25± 2ºC). As determinações foram realizadas com velocidades de 
rotação progressivamente mais altas e subseqüentemente diminuídas visando à 
obtenção das curvas ascendente e descendente, respectivamente. As velocidades 
de rotação são determinadas de acordo com a capacidade de leitura do aparelho e 
consistência da emulsão. Com valores de viscosidade aparente obtidos, são 
determinados os valores do índice de fluxo e de consistência de acordo com a Lei de 




4.1.6.2 Densidade  
A densidade foi determinada pelo método utilizando picnômetro, obtida com 
picnômetro de vidro de 25mL. Para a determinação da massa da amostra, o 
picnômetro foi completado com a amostra em estudo a 25°C e pesou-se em balança 
analítica. A densidade da amostra foi calculada pela razão entre a massa da amostra 




Esse teste baseia-se na resistência ao movimento forçado (extrusão). 
Uma placa molde quadrada de vidro, com diâmetro de 20 cm e 0,2 mm de 
espessura, contendo um orifício central de 1,2 cm de diâmetro, foi colocada sobre 
uma placa de vidro de 20 X 20 cm. Sob essas placas posicionou-se uma folha de 
papel milimetrado e a amostra foi introduzida no orifício da placa molde, nivelando o 
óleo com uma espátula. A placa molde foi cuidadosamente retirada e sobre a 
amostra foi colocada uma placa de acrílico de peso 390,30g. Após um minuto 
calcula-se a superfície abrangida pelo óleo através da medição do diâmetro em duas 
posições opostas, para posterior cálculo do diâmetro médio (ZANIN et al., 2001). 
Esta análise foi realizada em triplicata. 
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Sendo: 
Ei a espalhabilidade da amostra para o peso i, em mm
2
, e 




4.1.7 Métodos de avaliações biológicas das frações de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
4.1.7.1 Avaliação da atividade antimicrobiana das frações de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck  
A avaliação da atividade antimicrobiana da semente da espécie Citrus 
sinensis (L.) Osbeck foi avaliada pela técnica de microdiluição em caldo para a 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM) segundo metodologia do 
CLSI (2009). 
Apenas para esta análise microbiológica foi empregado o extrato bruto da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck em sistema fechado a quente no aparelho 
soxhlet de acordo com item 4.1.4, utilizando como solvente o extrator álcool etílico 
absoluto (PA). Utilizou-se apenas extrato bruto como um pré-teste para avaliação da 
atividade microbiológica, caso este apresentasse resultado positivo, seria repetida a 
análise com as frações. 
Foram inoculadas bactérias em meio de cultura caldo Mueller-Hinton, sendo 
a concentração de microrganismos ajustada em comparação com o tubo 0,5 da 
escala de McFarland, para padronização dos inóculos (108 UFC/mL) dos 
microrganismos Staphylococcus aureus ATCC® 25923, Escherichia coli ATCC® 
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 e Enterococcus faecalis ATTC® 
29212. Os extratos e frações foram dissolvidos em DMSO 2%. Foram utilizadas 
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concentrações decrescentes dos extratos, 5000 µg/mL, 2500 µg/mL, 1250 µg/mL, 
625 µg/mL, 312 µg/mL, 156 µg/mL, 78 µg/mL, 39 µg/mL). Para o controle de 
esterilidade, utilizaram-se 100 µL de caldo Mueller-Hinton e 100 µL de extrato na 
concentração de 10000 µg/mL. Para o controle negativo da atividade inibitória foi 
utilizado o diluente DMSO usado na preparação dos extratos. Para o controle 
positivo ou de viabilidade foram utilizados 100 µL de caldo Mueller-Hinton e 5 µL do 
inóculo bacteriano. 
As microplacas foram incubadas em estufa bacteriológica a 35 °C por 16 a 
20h. Decorrido esse intervalo de tempo foram acrescidos 20 µl de solução aquosa 
de TTC (cloreto de trifenil tetrazólio, Merck®) a 0,5% e as microplacas foram 
reincubadas por 3 h a 35 °C. Posteriormente, foi realizada a leitura dos resultados. 
A presença de coloração vermelha nos orifícios é interpretada como prova 
negativa de efeito inibitório do extrato vegetal, enquanto que a ausência da 
coloração vermelha é considerada prova positiva da ação inibitória do extrato 
vegetal. Cada teste foi realizado em duplicata (CLSI, 2009; AYRES et al., 2008). 
 
 
4.1.7.2 Avaliação da atividade antioxidante 
A atividade antioxidante foi determinada por dois métodos. O primeiro 
baseia-se na formação de um complexo fosfomolibdênico e o segundo é 
caracterizado pela capacidade da amostra em reduzir o radical DPPH. Ambos 




4.1.7.2.1 Formação do complexo fosfomolibdênico 
Esse ensaio baseia-se na técnica descrita por Prieto, Pineda e Aguiar 




A reação para formação do complexo requer o preparo de um reativo que 
consiste de uma solução com fosfato de sódio 0,1M (28 mL), molibdato de amônio 
0,03M (12 mL) e ácido sulfúrico 3M (20 mL), sendo o volume completado com água 
para 100 mL. Esse reativo é de preparo extemporâneo. Soluções padrões de 
vitamina C e rutina, bem como as frações a ser testada, devem estar na 
concentração de 200 μg/mL solubilizado de acordo com a solubilidade de cada 
amostra (BIANCO, 2003). 
Em um tubo de ensaio, foi retirada uma alíquota de 0,1 mL da amostra, e 
adicionado 1 mL de reativo. O mesmo é feito para os padrões. Um branco é 
constituído de 0,1 mL de metanol e 1 mL de reativo. A análise foi realizada em 
triplicata, com os tubos hermeticamente fechados. Posteriormente, manteve-se a 
série de tubos em banho-maria a 95°C por 90 minutos. Após atingirem a 
temperatura ambiente, a leitura das absorbâncias (Abs) foi realizada em 
espectrofotômetro de UV da marca shimadzu, modelo UV 1601 PC, em 695 nm. Os 
resultados foram expressos em atividade antioxidante relativa (AAR%) da amostra 
em relação à vitamina C e rutina, conforme as equações abaixo: 
 





















4.1.7.2.2 Redução do radical DPPH 
Este é um método para análise da atividade antioxidante que consiste em 
avaliar a atividade seqüestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila - 
DPPH•, de coloração púrpura que absorve a 515 nm10. Por ação de um antioxidante 
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ou uma espécie radicalar (R•), o DPPH• reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de 
coloração amarela, com conseqüente desaparecimento da absorção, podendo a 
mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbância. A partir dos resultados 
obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou seqüestradora de 
radicais livres. 
Esse ensaio foi realizado de acordo com Mensor et al. (2001), a avaliação da 
capacidade antioxidante quantitativa tem como base a redução do radical DPPH 
medida em espectrofotometria de UV visível. 
A solução de DPPH foi preparada minutos antes do ensaio a 0,03 mmol/mL 
em etanol absoluto. Foram preparadas cinco diluições de cada amostra, com 
concentrações que variam entre 100 µg/mL a 500 µg/mL Em cada tubo se ensaio foi 
adicionado 2,5mL de cada amostra diluída e 1 mL da solução de DPPH. As mesmas 
amostras diluídas (2,5 mL) com 1 mL de solvente (FM e FAC: metanol e FH e FC: 
hexano) sem reagir com DPPH constituem o branco da reação. E o controle 
corresponde a 2,5 solvente com 1mL de solução de DPPH. Estas são deixadas 
reagir em repouso por 30 minutos na temperatura ambiente. 
Como padrões foram utilizados a vitamina C e a Rutina. Após os 30 minutos, 
foi medido a Abs das soluções em 518 nm. Todas as etapas foram feitas em 
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Os valores da concentração necessária para exercer 50% da atividade 
antioxidante (IC
50
) foram calculados no Gráfico onde a abscissa representa a 
concentração da amostra da fração e a ordenada é a média da AA% das amostras 
de cada concentração. A equação da reta desse Gráfico, do tipo y = ax + b, serve de 









4.1.7.3 Ensaio in vitro da atividade da enzima Tirosinase 
O ensaio da avaliação da atividade da enzima tirosinase foi executado de 
acordo com os métodos descritos previamente por Miyazawa e colaboradores 
(2003) com algumas modificações. 
O método baseia-se na ação da enzima tirosinase sobre a L-tirosina fazendo 
uma hidroxilação e produzindo L-DOPA que, por conseguinte, sofre oxidação 
novamente por ação da tirosinase, produzindo dopaquinona (CANSIAN, 2010). 
A atividade da tirosinase foi determinada com relação à formação de 
dopaquinona, metabólito colorido. Essa conversão enzimática pode ser mensurada 
por espectrometria UV-VIS, pois a dopaquinona absorve luz UV em 490 nm. Quanto 
maior a atividade da tirosinase, mais dopaquinona será formada e maior será a 
absorção no UV em comparação ao controle. 
O efeito inibitório da atividade da tirosinase foi calculado em função da taxa 
de absorbância versus poço controle sem o composto ativo. 
Este método consiste em testar a amostra em várias concentrações 
(100 - 300 – 1000µg/mL) frente à enzima tirosinase (500 U/mL), em microplaca de 
96 poços. 
Adicionou-se a cada poço 170 µL L-tirosina 1mM ou L-DOPA 1mM, tampão 
fosfato de potássio 50mM (pH = 6,5), H2O (10:10:9). Foi incubada a microplaca a 
37°C por 30 minutos. 
Como controle positivo foi usado ácido kójico 1mM e controle negativo água 
destilada (VIRADOR et al., 1999; LIM et al., 2009). 
Para a avaliação dos resultados utilizou-se o teste estatístico ANOVA de 
análise de variância entre grupos, seguidos por teste de Newman-Kewls. 
Valores de p = 0,05 foram considerados estatisticamente significativos e 
foram representados nos Gráficos dos resultados da seguinte forma: p < 0,05 (*); 








4.1.7.4 Avaliação da toxicidade frente à Artemia salina 
A realização de bioensaios para determinações de citotoxicidade como 
ensaio complementar a estudos fitoquímicos é muito importante, dentre os mais 
utilizados, é a toxicidade frente Artemia salina que é um microcrustáceo de água 
salgada usada como alimento para peixes. Este bioensaio é eficiente, apresenta 
facilidade no manuseio, rapidez dos ensaios, pequena quantidade de amostra e 
baixo custo, isto favorece sua utilização na rotina do laboratório e na seleção e 
monitoramento das pesquisas de plantas na procura de substâncias ativas 
(NASCIMENTO et al., 2008). Procedeu-se o preparo do ensaio conforme 
metodologia citada por Meyer et al. (1982). 
 
 
4.1.7.4.1 Preparo da solução salina 
A água do mar artificial foi preparada adicionando 41 g de sal marinho (23 g 
NaCl; 11 g MgCl2·6H2O; 4 g Na2SO4; 1,3 g CaCl2·2H2O ou CaCl2·6H2O; 0,7 g KCl) 
em 1000 mL de água purificada. O pH foi ajustado para 9,0 com Na2CO3 para evitar 
o risco de morte das larvas por diminuição do pH durante a incubação. 
 
 
4.1.7.4.2 Preparo das amostras 
O estudo foi realizado com as frações FH, FC, FAC, FM. As amostras foram 
levadas à secura em banho-maria (40ºC), foram pesados aproximadamente 20 mg e 
foi adicionado solvente em quantidade suficiente para obter a concentração inicial da 
solução de 10 mg/mL (Figura 11). Os solventes utilizados foram escolhidos de 
acordo com a solubilização das amostras. 
Desta solução foi transferida a amostra com pipeta automática para os tubos 
correspondendo respectivamente a 10, 100 e 1000 μg/mL, em triplicata. O solvente 
foi evaporado por 12 horas (MCLAUGHLIN, CHANG, SMITH, 1991). 
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4.1.7.4.3 Eclosão dos ovos 
Os ovos de Artemia salina (200 mg/400 mL) foram colocados para eclodir 
em água salgada por 48 horas, sob aeração contínua e expostos à luz diurna. A 
temperatura foi controlada entre 27 e 30ºC e o pH entre 8-9 (UTYAMA, 2003). 
 
 
4.1.7.4.4 Avaliação da toxicidade 
Após a eclosão dos ovos, foram transferidas 10 náuplios de Artemia salina 
para cada frasco contendo as frações e para os tubos controles. Os controles 
negativos consistiram de tubos com o solvente solubilizador da fração, o qual foi 
evaporado juntamente com as amostras, além de tubos vazios. O controle positivo 
utilizado foi sulfato de quinidina. O volume de todos os tubos foi ajustado com água 
do mar artificial para 2,5 mL. 
Foi realizada a contagem dos náuplios mortos e vivos após 24 horas com 
iluminação incandescente. 
Os dados foram analisados com o método estatístico Probitos (FINNEY, 1956) 
e determinados os valores da concentração letal média (CL50) e 95% de intervalos de 
confiança. As frações foram consideradas ativas quando CL50 foi menor que 1000 ppm 




Figura 11 –  Diluições das amostras com Artemia salina 






4.1.7.5 Atividade hemolítica 
Esta análise avalia a capacidade da substância estudada em realizar o 
rompimento das hemácias liberando hemoglobina no plasma.  
O ensaio de atividade hemolítica foi realizado segundo a metodologia 
difusão em Ágar sangue na concentração de 1000 μg/mL, em duplicata. Como 
controle positivo foi utilizado padrão de saponina na mesma concentração e para 
controle negativo foi utilizado uma solução salina de 0,9%. As placas de ágar 
sangue de carneiro foram adquiridas da empresa NEWPROV. 
Para o ensaio de difusão em ágar utilizou-se a técnica de antibiograma em 
discos, papéis Whatmann n°1 (7 mm de diâmetro, esterilizado) foram distribuídos 
sobre as placas de ágar sangue e em seguida impregnados com alíquotas de 20 μL 
das frações  anteriormente preparadas. Como controle foi utilizado 20 µL dos 
respectivos solventes puros, aplicados aos discos.  Após a aplicação, os meios 
foram incubados a 35 °C durante 24 horas. Decorrido este período, as placas foram 
inspecionadas quanto à presença de halos de hemólise (medidos em mm).  A 
presença de saponinas pode gerar ação hemolítica (EFING, 2008).   
 
 
4.1.7.6 Bioensaios da atividade alelopática 
A alelopatia é um mecanismo de interação química entre vegetais que 
desempenha um papel importante em diversos ecossistemas. É definida como o estudo 
de plantas que possuem a capacidade de auxiliar no controle de plantas invasoras, 
amenizando o uso de agrotóxicos. Estas plantas produzem substâncias químicas que 
podem influenciar outras, favorável ou desfavoravelmente no desenvolvimento de 
outros organismos, quando liberadas no ambiente (MAULI et al., 2009). 
 O ensaio realizado foi preparado em placas de petri. Os efeitos alelopáticos 
das frações foram avaliados sobre a germinação e crescimento de alface (Lactuca 
sativa L. cv. Grand rapids), espécie amplamente citada na literatura por apresentar 
características apropriadas para os testes, pois são pequenas e possuem uma grande 
superfície de contato fazendo com que sejam bastante sensíveis ao meio que as rodeia 
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(DIAS et al., 2005). Outros diferenciais é possuir germinação rápida, em 
aproximadamente 24h, crescimento linear insensível às diferenças de pH em ampla 
faixa de variação e insensibilidade aos potenciais osmóticos das soluções (RICE, 1984). 
 
 
4.1.7.6.1 Bioensaios de germinação e crescimento 
Para o preparo das soluções as frações (FH, FM, FCL) foram pesadas em 
balança analítica, levando-se em consideração o teor de água. As soluções estoque 
(1000 mg/L) foram preparadas a partir da massa calculada para cada fração, as quais 
foram dissolvidas em DMSO (Dimetilsulfóxido) a 0,1% (DAYAN, ROMAGNI, DUKE, 
2000), sendo as concentrações de 500 e 250 mg/L preparadas por diluição. As 
soluções foram tamponadas com solução de MES (Ácido 2-morfolinoetanosulfônico) 
10 mM, e o pH foi ajustado para 6,0 (MACIAS, CASTELLANO, MOLINILLO, 2000) 
com solução de KOH 0,1 N, utilizando-se pHmetro. As frações foram ensaiadas com 
alface (Lactuca sativa L. cv. Grand rapids). Para os bioensaios de germinação, 
aplicou-se a metodologia de Macias, Castellano, Molinillo (2000). As placas de Petri 
(9,0 cm de diâmetro) contendo papel filtro Whatman nº. 1,0, previamente autoclavados 
a 120ºC por 20 minutos, receberam 5,0 mL da solução dos tratamentos, preparadas 
nas concentrações de 250 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L. Em seguida, foram 
semeadas aleatoriamente sobre cada disco de papel filtro, 50 diásporos da espécie 
alvo, distribuídos aleatoriamente, com quatro repetições para cada solução, conforme 
Brasil (1992). Como controle procedimento similar foi utilizado, porém com ausência 
das frações. 
As placas de Petri contendo os diásporos foram levadas a uma câmara de 
germinação (BOD), com condições de luz (160 W), umidade relativa (± 80%) e 
temperatura constante, conforme Brasil (1992) (alface, 25 C com luz interna 
constante). A contagem para avaliar a germinação foi realizada diariamente, sendo 
realizadas a cada 12 horas, tendo como critério a protrusão radicular com no mínimo 
2,0 mm de comprimento. O experimento foi considerado concluído quando a 
germinação foi nula por três dias consecutivos. 
Para os bioensaios de crescimento utilizou-se a metodologia descrita por 
Barnes et al. (1987) e Macias, Castellano, Molinillo, (2000). Primeiramente as 
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sementes foram germinadas em placas de Petri contendo papel filtro umedecidas 
com 5,0 mL de água destilada. Após a germinação, tendo como critério a protrusão 
radicular com no mínimo 2,0 mm de comprimento, foram selecionadas 80 plântulas 
(quatro repetições de 20), para cada tratamento, e transferidas para placas de Petri 
contendo as soluções tratamento, utilizando-se procedimento similar ao descrito nos 
bioensaios de germinação. Após três dias da protrusão radicular, mediu-se o 
alongamento da raiz e do hipocótilo (dez plântulas por placa) utilizando papel 
milimetrado. Posteriormente essas plântulas foram levadas para secar em uma 
estufa a 60ºC até peso constante para a obtenção da massa seca. 
 
 
4.1.7.6.2 Análise do índice mitótico 
Para determinação desse índice, foi empregada a metodologia descrita por 
Oliveira et al. (1996), com algumas modificações. Foram coletados de cada plântula 
dois centímetros da raiz primária, a partir da extremidade distal, e imersos em fixador 
de Farmer (3:1, etanol:ácido acético glacial) (JENSEN, 1962), durante 2 horas, a 
25°C e, em seguida, foram transferidos para uma solução de álcool 70 % e 
armazenados a 8°C. Para determinação do índice mitótico, as pontas de raízes 
foram tratadas na seguinte ordem: 1) água destilada por cinco minutos; 2) ácido 
clorídrico 1M por 30 min à temperatura ambiente; 3) água destilada por cinco 
minutos e 4) azul de toluidina 2 % por 5 min. As pontas das raízes coradas tiveram o 
ápice, 2,0 mm iniciais, cortado sobre lâmina de microscópio, colocando-se em 
seguida a lamínula e pressionando sob esta o papel de filtro para esmagamento do 
ápice e retirada do excesso de corante. O material foi observado em microscópio 
ótico comum, com aumento de 1000X, contando-se o número de células em cada 
fase da mitose (prófase, metáfase, anáfase e telófase). Para cada tratamento foram 
preparadas três lâminas, avaliando-se três campos/lâmina. O índice mitótico foi 
obtido dividindo-se o número de células em mitose (prófase + metáfase + anáfase + 






4.1.7.6.3 Análise enzimática 
4.1.7.6.3.1 Preparo do material vegetal para testes de atividade enzimática 
Foram utilizados 2,0 g de material fresco maceradas em almofariz com 
nitrogênio liquido. O pó resultante foi homogeneizado com tampão fosfato de sódio, 
pH 7,0, 50 mM, contendo EDTA 2 mM e ácido ascórbico 5 mM. O sobrenadante foi 
recolhido e utilizado como extrato bruto para as dosagens descritas a seguir, sendo 
o precipitado descartado (MARQUES, XAVIER FILHO, 1991). Os extratos foram 
acondicionados a -18°C no Laboratório de farmacotécnica da UFPR, até o momento 
da análise. 
 
a) Análise de Proteínas totais 
 
A quantificação foi feita pelo método descrito por Bradford (1976), pelo 
preparo do reagente em laboratório. A concentração de proteína dos extratos foi 
determinada por comparação com uma curva padrão de albumina sérica bovina 
(BSA), por espectrofotometria, a 594 nm de absorbância. 
 
b) Atividade da superóxido dismutase 
 
A atividade da superóxido dismutase foi determinada segundo método 
utilizado por Gupta et al. (1993), com modificações. A mistura de reação consistiu de 
fosfato de potássio 50 mM (pH 7,8), metionina 9,9 mM, azul de nitrotetrazolium 57 
μM (NBT), riboflavina 44 mM, sendo retirados e 20 μL de sobrenadante para 1 mL 
de volume final. A riboflavina foi adicionada por último no tubo contendo o meio de 
reação. Os tubos de vidro foram expostos dentro de uma câmara com luz 
fluorescente de 15 Watts por 10 minutos a 10 centímetros da luz. No ensaio, uma 
unidade SOD foi definida como a quantidade da enzima necessária para inibir em 
50% a foto-redução do azul de nitrotetrazolium. A leitura foi realizada em 






c) Análise da Atividade da peroxidase 
 
Foi determinada segundo Pütter (1974). O sistema de reação continha 0,96 
mL de tampão fosfato de sódio (0,1 M, pH 7,0), 20 μL de pirogalol 0,1 M como 
substrato e 20 μL de H2O2, 0,1 M. Em seguida foi realizada a leitura da absorbância 
em 470 nm. A atividade específica (atividade peroxidásica/µg proteína) foi expressa 
em unidades de atividade enzimática (UAE), onde uma unidade corresponde, 
arbitrariamente, a uma diferença de 0,001 de absorbância/minuto/μg de proteína 
(GRAY et al., 1996). 
 
d) Análise da Atividade da catalase 
 
O ensaio para a determinação da catalase consistiu na adição de 60 μL de 
H2O2 1M em uma mistura de reação contendo 3 mL de tampão fosfato de sódio 50 
mM (pH 6,0) e 100 μL do extrato enzimático. O decréscimo do H2O2 foi monitorado 
pela absorbância a 240 nm, em intervalos de 10 segundos por um período de 1 
minuto. A diferença de absorbância (ΔA240 nm), obtida através de regressão linear, 
foi dividida pelo o coeficiente de extinção molar do H2O2, 39,4 M-1.cm-1 (AEBI, 
1984). A atividade da CAT foi expressa em μmol de H2O2 mim-1. g-1 MF. 
 
e) Análise da Atividade da ascorbato peroxidase 
 
A determinação da atividade da ascorbato peroxidase foi feita de acordo 
com Amako, Chen, Asada (1994). O meio de reação para APX continha tampão 
fosfato de potássio 50 mM (pH 7,0), peróxido de hidrogênio 1 mM, ácido ascórbico 
0,5 mM, EDTA 0,1 mM e 100μL de sobrenadante do extrato. A taxa de oxidação do 
ascorbato foi estimada pelo monitoramento do decréscimo da absorbância a 290 
nm, obtida em espectrofotômetro, e a atividade da APX foi expressa em μmol de 
H2O2 mim-1. g-1MF. 
 
f) Análise da Atividade da polifenoloxidase 
 
A atividade de polifenoloxidase foi determinada de acordo com Duangmal, 
Apenten (1999), pela mensuração da conversão do catecol em quinona. O substrato 
utilizado foi composto por catecol 20 mM dissolvido em tampão fosfato de sódio 100 
mM (pH 6,8). Para a reação, que ocorreu a 30 ºC, 900 µL do substrato foram 
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misturados com 100 µL do extrato proteico. As leituras foram feitas a cada 10 s a 
420 nm em espectrofotômetro, durante 1 min. O diferencial entre a terceira e a 
quinta leitura foi utilizado para a determinação da atividade. Os resultados foram 
expressos em unidades de PPO, sendo que uma unidade foi definida como um 
incremento de absorbância de 0,001 por min de reação por mg de proteína total. 
 
g) Análise da Atividade da α-amilase 
 
Para a determinação da alfa amilase, o extrato foi colocado em banho-maria 
a 70ºC durante 20 minutos, adicionando-se 0,1 mL da amostra por tubo completando 
o volume de 1 mL com tampão e 1 mL de solução de amido, permanecendo 
incubado a 30ºC por 5 minutos. Após, foi adicionado 1 mL de lugol e 9 mL de água, 
a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 620 nm (ASSOCIATION OF OFFICIAL 
AGRICULTURAL CHEMISTS, 1965). Os resultados foram expressos em μg de 
amido hidrolizado min-1 g de sementes –1. 
 
h) Análise do Teor de clorofila e respiração 
 
Os teores de clorofila serão obtidos após a maceração das partes aéreas 
das plântulas em almofariz e extração com DMSO (CAYON et al., 1990, com 
modificações). As absorbâncias das soluções foram lidas em espectrofotômetro nos 
comprimentos de onda de 645 e 663 nm e, a partir desses dados, foram calculados 
os teores de clorofila a, de clorofila b e de clorofila total (ARNON, 1949). 
A respiração potencial das células radiculares das plântulas de alface foi 
estimada por meio da redução do cloridrato de trifenil tetrazólio (TTC) pela atividade 
de enzimas desidrogenase e do surgimento do formazan. Para a avaliação dessa 
característica as raízes foram cortadas a 1 cm a partir da coifa, sendo tomadas as 
suas massas e em seguida transferidas para tubos de ensaio de 17×120 mm, onde 
foram adicionados 3 mL de cloridrato de trifenil tetrazólio (TTC) 0,6% (p/v) em 
tampão fosfato 0,05 M (pH 7,0). Os tubos de ensaio foram mantidos sob vácuo em 
dissecadores, por 2 horas, sendo posteriormente transferidos para banho-maria a 30 
ºC por 15 horas. 
Ao final desse tempo, as soluções de TTC foram drenadas dos tubos de 
ensaio e as raízes lavadas uma vez em água destilada. Os tubos de ensaio 
contendo as raízes foram novamente transferidos para o banho-maria com água 
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fervente (± 100 ºC), sendo então adicionados 7 mL de etanol 95% (V/V). Decorridos 
10 minutos, as soluções etanólicas obtidas foram drenadas para outros tubos de 
ensaio. Após o resfriamento à temperatura ambiente, cada solução foi acrescida de 
10 mL de etanol 95% (V/V). As absorbâncias dessas soluções etanólicas foram lidas 





4.1.7.6.4 Análise estatística 
No presente trabalho o delineamento experimental adotado foi o 
inteiramente casualizado envolvendo quatro ensaios simples, FH, FM e FCL de C. 
sinensis, com quatro tratamentos (0, 250, 500 e 1000 mg/L), em quatro repetições 
para os bioensaios de germinação e crescimento, e 3 repetições para os testes de 
índice mitótico e atividade enzimática. Cada parcela constituiu-se de 50 diásporos 
para germinação e dez para o crescimento da raiz e do hipocótilo. A germinabilidade 
(%G) foi calculada segundo a metodologia descrita por Labouriau (1983) e o índice 
de velocidade de germinação (IVG) segundo Maguire (1962) citado por Ferreira, 
Borghetti (2004). 
Os dados foram submetidos a análise de variância e quando os efeitos dos 
tratamentos foram significativos, (p < 0,05), em relação a testemunha, as médias 
foram comparadas pelo teste de Tukey. Todos os resultados foram analisados 
considerando o nível de significância α = 5%. 
 
 
4.2 SEGUNDA FASE: APLICAÇÃO DO ÓLEO EXTRAÍDO DA SEMENTE DE Citrus 
sinensis (L.) Osbeck EM EMULSÕES AO MICROENCAPSULAMENTO DO 
ÓLEO DE SEMENTE DE Citrus sinensis (L.) Osbeck  
4.2.1 Desenvolvimento da formulação cosmética 
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Optou-se pelo desenvolvimento de três emulsões acrescidas 2% de óleo da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck , sendo esta concentração usual no mercado 
cosmético, onde duas formulações foram formuladas em processo a frio, utilizando 
em sua formulação o tensoativo RM 2051®(INCI Quadro 1) e em outra o Hostacerin 
SAF® (INCI Quadro 1) e uma formulação com processo a quente, onde o tensoativo 
foi o Olivem 1000®. Estas foram preparadas em agitador a 600 rpm durante 30 
minutos 
Foram realizados testes de identificação da emulsão, estabilidade preliminar 
e acelerada e também análises sensoriais e de irritabilidade. 
Esta fase da pesquisa teve como objetivo avaliar diferentes emulsionantes 
para aplicação do óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck e não avaliação 
da atividade do óleo. Desta forma, utilizou-se matérias primas em associação para 
melhor estabilidade, sensorial, facilidade no preparo e menor gasto energético. 
 
 
4.2.1.1 Matérias-primas para preparação das emulsões 
As matérias primas a seguir no Quadro 1, estão descritas, de acordo INCI - 
International Nomenclature of Cosmetic Ingredient e quando necessário, nome 
















Quadro 1 – Matérias primas utilizadas nas formulações cosméticas  
Matéria Prima (INCI) Nome Comercial Fornecedor Atividade 
Água deionizada - - Veículo, solvente 






 Clariant Conservante 
BHT (butyl-hidroxi-tolueno) Prevint
®
 Chempecs Antioxidante 
Cetyl Alcohol Álcool Cetílico Volp 
Emulsionante e 
espessante 







Triethanolamine (TEA) - Volp Alcalinizante 
Sodium Polyacrylate (and) 
Dimethicone (and) Cyclopentasiloxane 




 Dow Corning 
Agente espessante 
e emulsionante 
Mineral oil and Isopropyl Palmitate 
and Trilaureth-4 Phosphat and 
Rapeseed oil Sorbitol ester and 










Cetearyl olivate, Sorbitan Olivate Olivem 1000
®
 B&T company Emulsionante 




O Hostacerin SAF® (INCI: Mineral oil and Isopropyl Palmitate and Trilaureth-
4 Phosphat and Rapeseed oil Sorbitol Ester and Ammonium Acryloyldimethyltaurate 
/ VP copolymer), é uma associação entre doadores de viscosidade, emulsionantes e 
emolientes para a preparação de emulsões a frio, permitindo maior facilidade no 
preparo das emulsões e redução do número de ítens de matérias primas. Permite a 
formulação de emulsões O/A (óleo/água) estáveis. Possui caráter aniônico e é 
compatível com diversos aditivos como emolientes oleosos, extratos vegetais. No 
Quadro 2 segue as especificações conforme Informativo técnico- Clariant. 
 
Quadro 2 – Dados físico-químicos do Hostacerin SAF®  
 
Aspecto líquido viscoso, amarelado 
Matéria Ativa ~ 98 % 
pH (Solução 1%) ~ 6,0 
Fonte: Informativo técnico- Clariant 
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O RM 2051® (INCI: Sodium Polyacrylate (and) Dimethicone (and) 
Cyclopentasiloxane (and) trideceth-6 (and) PEG/PPG-18/18 Dimethicone, é uma 
emulsão invertida (A/O) de poliacrilato de sódio em dimeticone. Essa emulsão 
também contém dois surfactantes, um emulsificante de silicone (PEG/PPG-18/18 
Dimeticone) para estabilizar RM 2051® e um agente inversor (Tridecete-6) que ajuda 
a fazer o polímero entrar em contato com a fase aquosa da formulação. Quando o 
produto é adicionado à água, o polímero expande-se instantaneamente na fase 
aquosa para espessar e dar estabilidade à preparação. Na medida em que a 
formulação espessa, as matérias primas da fase oleosa são emulsificadas e 




Quadro 3 – Especificações da matéria prima RM 2051® proveniente do informe técnico 
fornecido pela Dow Corning 
 
Parâmetro Unidade Valor 
Aparência - 
Líquido viscoso e opaco, 
levemente amarelado 
Odor  - Odor característico 
Conteúdo em silicone % ~29 
Poliacrilato de sódio % ~26 
Viscosidade a 25°C/77°F (Brookfield LVT, 30rpm) cPs <4000 





Conteúdo de ciclotetrasiloxano (D4) % <1 
Fonte: informe técnico Dow Corning 
 
 
O Olivem 1000® é derivado do óleo de oliva, e um auto-emulsionante não 
iônico, um sistema funcional da nova geração, formando uma rede de cristal líquido 
no interior da emulsão, e permitindo a formulação de emulsões estáveis. Este auto-
emulsionante é compatível com uma ampla variedade de ativos e ingredientes para 
cosméticos e também pode ser usada sobre uma ampla faixa de pH (3-12).  É uma 
complexa combinação de ácidos graxos, quimicamente semelhante à composição 
lipídica da superfície da pele que tem a propriedade única de auto-emulsionar em 
ambientes hidrofílicos ou lipofílicos. E livre de sabões e não é etoxilado. Este 
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emulsionante oferece alta afinidade com a pele, pois sua composição é similar à dos 





4.2.1.2 Formulações desenvolvidas com óleo da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck  
As emulsões foram desenvolvidas tendo como fase oleosa os agentes 
emulsionantes, BHT e o óleo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck. E como 
fase aquosa: água, EDTA-Na, Glicerina, carbômero, trietanolamina, Phenonip® 
(fenoxietanol e parabenos). 
 
 
4.2.1.3 Obtenção das emulsões 
A fabricação das emulsões consistiu no processo de sobreposição de fases 
com velocidade controlada. 
 
 
4.2.1.3.1 Emulsão preparada em processo a quente 
A emulsão foi preparada aquecendo a fase aquosa e oleosa separadamente 
à temperatura de 75 ± 5°C. Em seguida, a fase oleosa foi vertida lentamente sobre a 
aquosa sob agitação constante de 600 rpm, o auxílio de um agitador mecânico até a 








4.2.1.3.2 Emulsão preparada em processo a frio 
A fase oleosa foi adicionada e homogeneizada ao tensoativo. A fase aquosa 
foi adicionada lentamente sobre a oleosa com agitação. A velocidade do agitador foi 
aumentada na medida em que a formulação foi ficando espessa, para que a 





4.2.2 Caracterização da formulação desenvolvida 
4.2.2.1 Análise macroscópica e organoléptica 
A análise macroscópica foi realizada vinte e quatro horas após o preparo das 
amostras (estabilidade intrínseca) de acordo com Roland et al. (2003). Esta análise 
tem como objetivo verificar características organolépticas e a homogeneidade das 
formulações com a finalidade de identificar a instabilidade visível (presença de 
sedimentação, coalescência, alterações de cor, odor, viscosidade, formação de 
grumos). As emulsões macroscopicamente estáveis foram submetidas à análise 




A amostra foi analisada a fim de avaliar as características macroscópicas 
para verificação de sinais de instabilidade. A não ocorrência de separação de fases, 
de precipitação é indicativa de estabilidade da amostra ensaiada (ISAAC et al., 




A colorimetria é realizada pela comparação visual, sob condições de luz 
branca. A amostra foi classificada, em relação à cor em: normal, sem alteração; 
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O odor da amostra foi ensaiada diretamente através do olfato. A amostra foi 
classificada, em relação ao odor em: normal, sem alteração; levemente modificado; 




4.2.2.2 Avaliação de homogeneidade por microscopia 
Após 24H do preparo das emulsões, pequena quantidade (0,1g) das 
amostras foram diluidas em água destilada (1 gota) e, colocadas em lâmina de vidro 
sob prensa de lamínula e submetidas à análise microscópica com microscópio 
comum em aumento de 40x visando observar características da formulação, como a  
formação de glóbulos e homogeneidade da emulsão (FERRARI, 2002; AZZINI, 
1999; FERRARI, 1998). Foi utilizado corante para melhor visualização do tamanho e 
aspecto dos glóbulos individualizados. 
 
 
4.2.2.3 Determinação do tipo de emulsão 
Para avaliação do tipo de emulsão (A/O ou O/A) foi realizado o teste de 
diluição que consiste na determinação da solubilidade da fase externa da emulsão 
em dois solventes, água ou óleo mineral (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1996). 
Foram adicionados 3,0 g da emulsão em um tubo de ensaio contendo 7,0 mL de 
água destilada. A mistura foi homogeneizada e o aspecto avaliado (MASSARO et 
al., 2003). Foi utilizado o seguinte critério para classificação do tipo de emulsão: 
Emulsão O/A = quando a mistura apresentar aspecto homogêneo; Emulsão A/O = 
quando a mistura apresentar aspecto não homogêneo, com aparência de mistura 
coagulada. Para confirmar os resultados foi elaborada uma contra prova 
75 
 
adicionando-se 3,0 g da emulsão a 7,0 mL de óleo mineral e realizado o mesmo 




4.2.2.4 Teste de espalhabilidade in vitro das emulsões formuladas com óleo da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
A determinação da espalhabilidade da amostra foi realizada de acordo com 
o método proposto para realização da espalhabilidade do óleo da semente de Citrus 
sinensis (L.) Osbeck. O teste foi realizado a partir da leitura dos diâmetros 
abrangidos pela amostra em um sistema formado por uma placa molde de peso 
390,30g, quadrada de vidro com orifício central, sobre uma placa suporte de vidro 
posicionado sobre uma escala milimetrada. A amostra foi colocada entre duas 
placas de vidro, sendo uma delas disposta sobre um papel milimetrado, a 
temperatura ambiente (ZANIN et al., 2001). O teste foi realizado em duplicata e 
aplicando a equação: Ei (mm2)= D2 (mm) π / 4, determinou-se a espalhabilidade de 




4.2.2.5 Medida do pH das emulsões 
Após 24 horas da manipulação das formulações, foram realizadas através 
de um pHmêtro digital com um eletrodo de vidro que introduzido no interior da 
emulsão acusou o valor exato do pH; à temperatura de 25°C ± 2°C (BRASIL, 2004). 
O aparelho foi previamente calibrado com soluções tampão a pH 4,7 e 10. Os 




4.2.2.6 Determinação da densidade 
A densidade relativa é a relação entre a densidade absoluta da amostra e a 
densidade absoluta de uma substância usada como padrão. Quando a água é 
utilizada como substância padrão, a densidade determinada é a densidade 
específica (BRASIL, 2007). A determinação da densidade específica deve ser 
realizada em picnômetro, acoplado com termômetro, previamente pesado vazio. A 
amostra deve ser inserida no picnômetro e a temperatura deve ser ajustada para 
20ºC, quando, então, o picnômetro deve ser pesado. A diferença entre a massa do 
picnômetro com a amostra e do picnômetro vazio é a massa da amostra. A relação 
entre a massa da amostra e a massa da água, ambas a 20ºC representa a 
densidade específica da amostra ensaiada (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2001). 
 
 
4.2.2.7 Determinação da viscosidade da emulsão formulada 
A viscosidade depende das características físico-químicas e das condições 
de temperatura do material (BRASIL, 2007). Cerca de 30g de amostra foram 
analisados no viscosímetro Brookfield viscometer modelo RVT, utilizando spindle 6 e 
7. Todas as análises foram realizadas à temperatura ambiente controlada (25± 2ºC). 
As velocidades de rotação foram determinadas de acordo com a capacidade de 




4.2.3 Testes preliminares de estabilidade das emulsões 
As emulsões classificadas como macroscopicamente estáveis após vinte e 
quatro horas de sua manipulação foram submetidas aos testes preliminares de 
estabilidade (FERRARI, 2002; AZZINI, 1999; FERRARI, 1998). 
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O teste de estabilidade preliminar consiste em submeter à amostra a 
condições extremas de temperatura e realizar os ensaios em relação aos vários 
parâmetros de acordo com a forma cosmética estudada (ISAAC et al., 2008; 
BRASIL, 2004). 
Para os testes preliminares foram empregados a seguinte nomenclatura 
para qualificá-los: N = Normal, sem alteração; LM = Levemente Modificada 
(apresentava-se com tendência em separar-se demonstrada pela visualização de 
uma tênue linha divisória); M = Modificada (quando ocorria acentuação dessa linha 
divisória, com separação de fases total) (AZZINI, 1999; FERRARI, 1998). 
Os testes realizados foram o teste de estabilidade a força centrífuga e 





4.2.3.1 Testes de centrifugação 
Em tubo de ensaio para centrífuga, cônico, graduado, de 10 g de 
capacidade, foram pesados, em balança semi-analítica, cerca de 5 g de cada 
amostra foram submetidos, na centrífuga a 3000 rpm durante 30 minutos, em 
temperatura ambiente controlada (25 ±2°C). O produto deve permanecer estável e 
qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de reformulação. A não 
ocorrência de separação de fases não assegura sua estabilidade somente indica 
que o produto pode ser submetido, sem necessidade de reformulação, aos testes de 




4.2.3.2 Estresse térmico 
Amostras de 5,0g das formulações foram acondicionadas em tubos de 
ensaio de vidro e submetidas ao aquecimento em banho termostatizado na faixa de 
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temperatura de 40±2ºC a 80±2ºC. A cada 30 minutos a temperatura foi elevada em 
5ºC. A cada aumento de temperatura e ao término de 80±2ºC as formulações foram 
macroscopicamente avaliadas (BRACONI et al., 1995). A não ocorrência de 




4.2.4 Teste de estabilidade acelerada das emulsões 
4.2.4.1 Ciclo gela degela 
Cerca de 10 g da amostra foram submetidos a condições extremas de 
temperaturas, nos chamados ciclos. Foram realizados ciclos gela/degela a fim de 
avaliar a estabilidade das amostras frente a mudanças bruscas de temperatura. Este 
ensaio consiste em submeter às amostras à temperatura de 45±2°C, por 24 horas e 
após 4±2°C por 24 horas, completando assim um ciclo. As leituras foram realizadas 
antes do início do teste (24 horas após o preparo) e no final do 6° ciclo (12° dia) 
(ISAAC et al., 2008; BRASIL, 2004). 
As amostras foram avaliadas macroscopicamente a cada mudança de 
temperatura durante a realização do teste (FERRARI, 2002; AZZINI, 1999; 
FERRARI, 1998). Os parâmetros analisados para cada amostra foram: aspecto, cor, 
odor (ISAAC et al., 2008; BRASIL, 2004). 
As formulações foram preparadas 24 horas antes da primeira análise e 
acondicionadas em potes de vidro com capacidade para 50g, sendo então 
armazenadas no ambiente e em estufas termostatizadas 45°C e luz ultravioleta (UV) 
por um período de 90 dias. Em intervalos determinados foram retiradas amostras 
das formulações que permaneceram por 24 horas em temperatura ambiente, para 
após realizar as análises. 
O material empregado em ensaios de estabilidade foi produzido em um 
único lote, usando as mesmas matérias-primas, para não haver possibilidade de 
interferência na estabilidade do sistema, caso as matérias primas fossem de 
diversos fornecedores e apresentassem prazos de validade diferentes. 
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Este teste tem como objetivo fornecer dados para prever a estabilidade do 
produto, tempo de vida útil. Emprega condições não extremas e serve como auxiliar 
na determinação da estabilidade da formulação. É importante que a quantidade de 
produto seja suficiente para as avaliações necessárias e que o volume total da 
embalagem não seja completado, sendo respeitado um terço da capacidade da 
embalagem para possíveis trocas gasosas (BRASIL, 2004). 
As amostras que foram consideradas estáveis pelos testes preliminares, 
foram submetidas ao teste de estabilidade acelerada. Foram acondicionadas 50g em 
frasco de vidro transparente hermeticamente fechados, e submetidas à temperaturas 
ambiente( 25 ± 3 °C), 45±2°C e luz ultravioleta (UV), por 90 dias, sendo as análises 
realizadas nos tempos 24 horas e aos 7°, 15°, 30°, 60° e 90° dia de permanência em 
cada condição. As amostras foram submetidas a aquecimento em estufas, 
exposição à radiação luminosa e ao ambiente, com controle da temperatura e 
analisadas em relação aos vários parâmetros de acordo com a forma cosmética 
estudada (ISAAC et al., 2008; BRASIL, 2004). 
O 1° dia do teste, nesta metodologia, corresponde a vinte e quatro horas 
após o preparo das formulações. 
Os testes utilizados para avaliação da estabilidade foram: macroscopia, 




4.2.5 Avaliação sensorial das emulsões formuladas com óleo da semente de Citrus 
sinensis (L.) Osbeck  
Após a devida aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
envolvendo seres humanos da Universidade Federal do Paraná (UFPR) (Anexo A), 
foram selecionadas 20 voluntárias para a avaliação dos efeitos imediatos das 
formulações. 
A análise sensorial foi realizada no laboratório de farmacotécnica sob 
condições climáticas adequadas. Os testes foram realizados a partir de 20 minutos 
de aclimatação em ambiente com controle de temperatura (19-21ºC) e de umidade 
relativa do ar (40-50%) (CAMARGO JUNIOR, 2006).  As voluntárias apresentaram 
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idades entre 20 e 35 anos (peles sensíveis branca clara ou negras não foram 
utilizadas no estudo), não possuíam hábito de fumar, não apresentavam alterações 
hormonais significativas como menopausa, hiper ou hipotireoidismo, entre outros e 
não apresentavam nenhum tipo de alergia ou dermatose nas regiões dos antebraços 
(CAMARGO JUNIOR, 2006). Antes do início da aplicação as voluntárias foram 
orientadas pela pesquisadora. As voluntárias leram e assinaram o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido, declarando que estavam plenamente de acordo 
em participar da pesquisa, estando cientes dos procedimentos, dos riscos e dos 
benefícios. 
As emulsões foram pesadas em papel manteiga e aplicadas diretamente na 
pele pelas voluntárias, massageando o local com movimentos suaves e circulares 
até não permanecer resíduos na pele. O antebraço foi dividido em três regiões onde 
as formulações teste foram aplicadas aleatoriamente, variando-se entre as regiões 
de aplicação entre as voluntárias. 
As voluntárias aplicaram uma quantidade padronizada (200mg) das 
formulações 2,0% de óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck em regiões 
distintas na porção inferior média dos antebraços, e em seguida receberam um 
questionário de avaliação sensorial (conforme Anexo B), no qual constavam 
questões relacionadas a toque e pegajosidade, espalhabilidade e aparência na pele, 
sensação imediata e sensação após 5 minutos da aplicação (CAMARGO JUNIOR, 
2006).  
Os resultados foram interpretados atribuindo notas de 1 a 5 para cada item 
avaliado, desde desgostei muito até gostei muito. Está análise tem como objetivo 




4.2.6 Ensaio de irritação em modelo organotípico HET-CAM utilizando a formulação 
escolhida 





4.2.6.1 Ensaio de irritação em modelo organotípico – HET-CAM 
A membrana corioalantóide (CAM) do ovo de galinha é uma estrutura muito 
vascularizada, utilizada pelo embrião do frango para as trocas gasosas através da 
casca de ovo. Suas características estruturais fazem com que sejam considerados 
similares a tecidos altamente vascularizados como a conjuntiva, sendo capaz de 
responder frente a produtos irritantes. O método utilizado corresponde a uma 
modificação do método descrito por Luepke (1985), aceito pela legislação francesa e 
indicado pela ANVISA, na avaliação da segurança de diferentes tipos de produtos 
cosméticos e farmacêuticos (VINARDELL, MITJANS 2006; MURILLO et al., 2003; 




4.2.6.2 Preparação da membrana corioalantóide 
De acordo com a Figura 12 os ovos foram cuidadosamente colocados em 
posição vertical sobre um suporte para ovos, de forma que a parte mais larga e 
plana fique voltada para cima. Com o auxílio de tesouras planas foi realizado um 
pequeno furo no centro da parte superior da casca, a qual foi recortada 
circularmente com tesouras curvas, e posteriormente foi retirada a primeira 
membrana de aspecto esbranquiçado para deixar descoberta à membrana 
corioalantóide. Esta membrana foi caracterizada por sua transparência e pela 
presença de vasos sanguíneos evidentes. A seguir, as membranas foram avaliadas 
com finalidade de verificar danos, o que causaria a rejeição do ovo no experimento. 
Também foram descartados os ovos em que não haja embrião ou em caso de morte 
(ausência de respiração e mobilidade) (VINARDELL, MITJANS, 2006; MURILLO et 

















4.2.6.3 Aplicação da amostra 
No caso de amostras líquidas foram aplicados 0,3 mL com auxílio de uma 
micropipeta diretamente sobre a membrana corioalantóide. Para as amostras 
cremosas foram pesados 0,3 g, são depositados previamente em um pedaço de 
parafilm, para favorecer posteriormente a retirada do produto, e aplicada sobre a 
membrana. Os produtos permanecem em contato com a membrana durante 20 
segundos, após o período de contato, a membrana foi lavada para retirar o produto e 
realizada a avaliação da membrana corioalantóide. A emulsão foi aplicada 
diretamente às membranas sem diluições. 
 
 
4.2.6.4 Controles positivos 
Como controles positivos, os ovos foram tratados com NaOH (0,1 N) como 
modelo de produtos altamente irritantes e nos quais se observam sempre os três 





4.2.6.5 Observação da membrana 
Após a aplicação do produto, a membrana foi observada durante 5 minutos e 
foi anotado o momento (tempo em segundos) em que ocorreu o aparecimento dos 
sintomas de irritação, ou seja, hiperemia, hemorragia e/ou coagulação. Foram 
avaliados os seguintes critérios: hiperemia: se observa o aparecimento de capilares 
que antes não eram visíveis ou os que já eram visíveis se observam mais vermelhos 
e intensos. Hemorragia: foi anotado o tempo necessário para a ocorrência da 
hemorragia, a qual foi observada por uma clara difusão de sangue no meio. 
Coagulação: é detectada pela agregação de plaquetas que forma uma espécie de 
mancha rosada ou a coagulação de proteínas dando um aspecto de grumos 
esbranquiçados. Foi possível também observar um fenômeno de opacidade total ou 
parcial da membrana (VINARDELL, MITJANS, 2006; MURILLO et al., 2003; 
VINARDELL, GARCÍA, 2000). 
 
 
4.2.6.6 Avaliação das lesões 
Foi dada uma pontuação em função do tempo (T) de aparição das diferentes 
lesões, segundo descrito na Tabela 1. Foram utilizados quatro ovos para avaliar 
cada produto, sendo que as pontuações de cada fenômeno, observada para cada 
ovo, foram utilizadas para o cálculo da média aritmética. A partir deste valor foi 
determinada a categoria em que se encaixa o produto segundo a classificação 









Tabela 1 – Pontuação referente ao aparecimento dos fenômenos em função do tempo 
Reação 
Tempo 
T ≤ 30s 30s ≥ T ≤ 2min 2min ≥ T ≤ 5min 
Hiperemia 5 3 1 
Hemorragia 7 5 3 
Coagulação 9 7 5 
Fonte: PEREIRA, 2008 
 
 
Tabela 2 – Classificação dos produtos de acordo com a pontuação dos fenômenos 
Índice HET-CAM Categorias 
N < 1 Praticamente não irritante 
1 ≤N≥ 5 Ligeiramente irritante 
5 ≤ N ≥ 9 Moderamente irritante 
N ≥ 9 Irritante 
Fonte: PEREIRA, 2008 
 
4.2.7 Obtenção das microcápsulas 
As microcápsulas de alginato de sódio foram obtidas por gelificação iônica. 
O alginato de sódio possui a capacidade de formar géis insolúveis na água por 
ligação cruzada com cátions divalentes como o Ca+2.  
Foram preparadas formulações de alginato de sódio 0,5%, dispersas em 3,33% de 
óleo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck e 0,001% de corante lipofílico 
vermelho, dispersas por 1 minuto em agitador a 2.000 rpm. Em uma das 
formulações acrescentou-se 1% do tensoativo Polisorbato 80 e dispersou-se por 
mais 1min. Estas formulações foram mantidas a 60 ± 5°C sob agitação contínua e 
gotejadas sobre uma solução de CaCl2 a 1% utilizando uma seringa com agulha 3 x 
0,4 mm. As microcápsulas foram mantidas sob agitação por 30 minutos. 
Posteriormente foram lavadas com água, colocadas em banho de quitosana 0,25% 
de pH 4,8 por 12 horas para reticulação das microcápsulas. 
As microcápsulas foram analisadas em microscópio óptico com aumento de 
10 vezes, munido de câmara fotográfica. 
As formulações das microcápsulas estão apresentadas no Quadro 4. 
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Quadro 4 – Formulações das microcápsulas com óleo da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
Componentes 
Fórmula com  
tensoativo 
Fórmula isenta  
de tensoativo 
Alginato de sódio (segundo 
USP) 
0,5% 0,5% 
CaCl2 1,0% 1,0% 
Quitosana 0,25% 0,25% 
Corante  0,001% 0,001% 
óleo da semente de  
Citrus sinensis (L.) Osbeck  
3,33% 3,33% 
Polisorbato 80 (tensoativo) 1,0% - 
Fonte: A autora 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 OBTENÇÃO DO MATERIAL BOTÂNICO 
Foram obtidos manualmente 130,99 gramas de sementes fragmentadas de 
Citrus sinensis (L.) Osbeck secas a 40°C por 19 horas em estufa.  
 
 
5.2 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE UMIDADE 
A média do teor de umidade encontrada da amostra foi de 3,42%. O teor de 
umidade é importante para o conhecimento básico, podendo ser utilizado como 
parâmetro para o controle de qualidade de amostras, possibilitando a segurança 
para análises posteriores, na preparação de extratos, rendimento e identificação dos 
constituintes das sementes. 
 
 
5.3 DETERMINAÇÃO DE CINZAS TOTAIS 
O conteúdo de cinzas totais estabelece a qualidade de substância residual 
não volátil no processo de incineração (CÍRIO et al., 2003). Os dados obtidos na 
análise de cinzas totais contribuem significativamente no controle de qualidade e 
padronização das sementes. As análises foram realizadas em triplicata, a média e 
coeficiente de variação encontra-se na Tabela 3 e está próximo as resultados 
citados por El-Adawy et al. (1999) e Habib et al. (1986) que relataram o conteúdo de 
cinzas sementes de Citrus egípcio de, 3,1-3,4% e 2,2-3,5%, respectivamente. 
 
Tabela 3 – Resultado cinzas totais das sementes 





5.4 OBTENÇÃO DAS FRAÇÕES CLOROFÓRMIO, METANOL, HEXANO E 
ACETATO DE ETILA 
A extração com solventes orgânicos em extrator de Soxhlet (Figura 13) é 
considerado um processo eficiente e bastante utilizado. Com o extrator Soxhlet, 
utiliza-se um volume pequeno de solvente, que fica sob aquecimento e a todo o 
momento em contato com a amostra promovendo uma maior interação entre sólido-
líquido (PAIVA et al., 2004). 
Iniciou-se a extração com 130,99g de material. As extrações ocorreram em 
um período de 6 horas. Foram obtidas as frações metanol (FM), acetato de etila 
(FAC), clorofórmica (FCL ou FC) e hexânica (FH ou óleo). As frações foram 
evaporadas em banho-maria em temperatura não excedente a 40°C, a fim de evitar 
decomposição de substâncias termo-sensíveis. Os rendimentos estão apresentados 
na Tabela 4.  
 
Tabela 4 - Rendimento das frações das sementes de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
Fração Massa seca obtida (g) 
Rendimento (%) 
em relação à massa 
Fração Hexânica (óleo da 
semente) 
52,36 39,97 
Fração Clorofórmica 3,24 2,48 
Fração Acetato de etila 0,67 0,51 






Figura 13 – Extração das frações  
Fonte: A autora , 2009 
 
 
Na presente pesquisa o rendimento do Óleo da semente de Citrus sinensis 
(L.) Osbeck brasileira foi de 39,97%. Para Anwar et al. (2008) a porcentagem de 
rendimento médio de óleo de Citrus: Citrus limetta (Mitha), C. paradisi (Grapefruit), 
C. sinensis(Mussami) e C. reticulata (Kinnow) de 27,0-36,5%. Saleem et al. (1977) 
relataram o rendimento de óleo das sementes de Citrus (C. sinensis, C.reticulata, C. 
paradisi) foram 32,4-36,4%. Habib et al. (1986) analisaram as sementes das frutas 
cítricas laranja, tangerina, limão e toranja. Os óleos foram extraídos com éter de 
petróleo e foi obtido um rendimento superior a 40%. Trandjiiska e Nguyen (1989) 
estudaram Citrus do Vietnã, cujo rendimento de óleo de semente foi de 55-60% 
(laranja), 60-65% (toranja), 48-50% (tangerina) e 40-46% (limão). No trabalho de 
Ajewole e Adeyeye (1993) o rendimento do óleo de sementes de Citrus, foi relatado 
o rendimento entre 24,3 e 41,1%. Estudos de Fernandes et al., (2002), no qual foi 
extraído o óleo da semente de frutas cítricas do Brasil, com solvente hexano, através 
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do aparelho soxhlet obteve-se um rendimento de 24,27% (Citrus sinensis (L.) 
Osbeck ), 24,62% (C.limon) e 28,35% (C. reticulata). As extrações realizadas apenas 
com Citrus sinensis (L.) Osbeck e C. reticulata em condições de extração com fluido 
supercrítico de dióxido de carbono obteve rendimento de 37,00% e 26,5% 
respectivamente. El-Adawy et al. (1999) relataram o teor de lipídios das sementes de 
Citrus egípcios (Citron, Laranja, e Mandarim) variando de 38,9 a 42,6%. Sementes 
de variedades de frutas cítricas da Tunísia foram analisadas o rendimento, sendo 
que a semente de limão apresentou maior rendimento (78%), a laranja (51,8%) e a 
bergamota e laranja amarga (26%). Foi utilizado como solvente na extração o éter 
de petróleo (SAÏDANI, DHIFI, MARZOUK, 2004). 
O conteúdo de óleo de sementes de Citrus determinada no presente análise 
a partir de semente de laranjas do Brasil foi encontrada valores bastante 
comparáveis com os citados acima, estando mais próximo do Citrus pesquisado por 




5.5  ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS 
Foram recolhidos 122 frascos com o sistema eluente da coluna 
cromatográfica da fração clorofórmio. 
A partir do fracionamento da fração clorofórmio da semente da espécie 
Citrus sinensis (L.) Osbeck, foram isolados quatro compostos, sendo três obtidos 
das subfrações da coluna cromatográfica da fração clorofórmio (FC2), (FC3) e (FC4) 
e uma por cristalização direta na fração clorofórmio (FC1) que filtrada em funil 
sinterizado de silica G3 a vácuo, forneceu 780 mg de cristais branco-amarelados, 
que correspondem a 0,60% de rendimento. As substâncias isoladas, foram 
denominadas de FC1, FC2, FC3 e FC4 e posteriormente encaminhadas para 
identificação. Até o presente momento FC4 foi identificada por RMN e IV e FC2 por 
CG. 
Foram encontrados nas subfrações 7 a 11 um componente com aspecto 
oleoso de cor amarelo claro, que após CCD hexano: acetato de etila: ácido fórmico  
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(85:20:3) e  revelador  foi DPPH 0,2% em metanol, foram reunidos e identificado 
como (FC2).  
Com objetivo de comparar as amostras, ambas de característica oleosa, 
entre a fração hexânica (FH) e FC2, foi realizado CCD (tolueno e acetato de etila 
(93:7) e revelador vanilina 5% ácido fosfórico 5% 1:1), observando-se que possuem 




Figura 14 – CCD - comparação da FH e FC2 




Por meio da CCD foram reunidas as subfrações 68-82, nomeado como 
(FC3) que ainda serão identificadas, com 28,7 mg deste composto. 
Por avaliação em CCD foram reunidas as subfrações 37-51. Estes cristais 
foram lavados com hexano para remoção de impurezas. Preparou-se uma nova 
CCD que foi possível visualizar a pureza da substância e enviado para identificação. 







FC2      F H  
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5.5.1 Identificação estrutural da substância FC4 
No espectro de infravermelho (Figura 15) pode-se perceber que há uma 
banda larga de absorção em 3456 cm-1 característico da hidroxila, muito 
provavelmente devido à presença de H2O retida no reticulo cristalino do sólido 
analisado, visto que as substâncias presentes na fração FC4 mesmo sendo 
altamente oxigenadas, não apresentam hidroxila livre. Em 2930 e 2966 cm-1 há 
bandas características do estiramento das ligações C-H dos grupos alquílicos CH2 e 
CH3. As bandas em 1707 e 1757 cm
-1 são características do estiramento das 




Figura 15 – Espectro de absorção no Infravermelho da substância FC4 
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De acordo com a figura 16 o espectro de RMN de 13C para FC4, apresentou 
52 sinais distribuídos na região de 17 a 208 ppm. Sua análise revelou que os sinais 
apresentavam intensidades diferentes, sendo possível de essa maneira separar os 
52 sinais observados no espectro de RMN de 13C em dois conjuntos de 26 sinais 
cada. Após uma análise detalhada de cada conjunto de sinais, foi possível constatar 
que a fração FC4 tratava-se de uma mistura (7:3) de dois limonóides. Por meio das 
intensidades dos deslocamentos foi possível identificar os dois limonóides 
presentes, pois a substância majoritária revelou uma intensidade maior em relação à 
segunda substância encontrada. Por meio de comparação com a literatura 
identificou-se o limonóide majoritário (FC4A, com 70% da mistura) como Limonina 
(Figura 19) e o minoritário (FC4B, com 30% da mistura) como Nomilina (Figura 20). 
Em relação ao composto majoritário da mistura agora denominado de FC4A, 
por meio da análise de espectro DEPT 135o (Figura 18), foi possível constatar a 
presença de 4 carbonos metílicos (δc 17.4, 30.1, 20.0 e 21.8), 5 carbonos metilênicos 
(δc 36.0, 36.6, 17.9, 29.6 e 65.2), 7 carbonos metínicos e 10 carbonos quaternários, 
conforme ilustra a Figura17. Os resultados podem ser observados na Tabela 5. 
A análise do espectro de RMN 1H (Figura 16) revelou a presença de sinais 
característicos do anel furano dos limonóides, os hidrogênios H-21 e H-23 
apareceram como um singleto largo integrando para 2H em δH 7.66 e o sinal do 
hidrogênio H-22 apareceu também como singleto largo em δH 6.5, integrando para 
1H. No espectro de RMN de 13C o anel furano pode ser constatado pelos sinais de 
carbono em δ 143.81 (C-21); 110,6 (C-22) e 142,1 (C-23). Desta forma, confirma-se 
o anel furano e atribui-se o sinal em 120,1 ao carbono C-20.  
O sinal do hidrogênio em  δH 5,47 (s) foi atribuído ao H-17 do anel D –
epoxilactona e através da integração de seu sinal foi possível quantificar a presença 
desse limóide na mistura. Um singleto em  δH 4.1 sugere um epóxido entre C-14 e C-
15. 
A presença de sinais em δH 4,46 (dd, J = 12.9 Hz) e δH 4,10 (d, J = 12,9 Hz), 
atribuídos aos hidrogênios geminais do C-19, sugerem tratar-se de um limonóide 
com o anel A-seco, este fato pode ser confirmado através da presença de um 
carbono metilênico carbinólico em δc 65,2. O carbono em δC 170,0 observado no 
espectro de RMN 13C foi atribuído à presença de um grupo carboxila em C-3.  
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Os hidrogênios metilênicos H-12 foram observados em δH 1.26 ( m) e δH 
1,73 (m). Dois singletos (3H) relativo a grupos metílico foram observados em δH  
1,02 (Me-26) e δH 1,18 (Me-25).  
A posição do epóxido entre os carbonos 14 e 15 foi definida a partir das 
multiplicidades apresentadas para os carbonos 14 e 15 respectivamente. O carbono 
quaternário em δc 67,1 para C-14 e um carbono metínico em δc 54,1 para C-15, 
aliado a presença de um sinal em δH 4.10 (s) que foi atribuído ao H-15 do anel 
lactônico.  
A estrutura da substância FC4A foi identificada então como sendo o 
limonóide limonina, característico do gênero Citrus (Rutaceae). Os dados de RMN 
1H e 13C de FC4A estão listados na Tabela 5 juntamente com os dados descritos na 
literatura para a limonina.   
Em relação ao composto minoritário da mistura denominado de FC4B, foi 
possível através da análise de espectro de DEPT 135o constatar a presença de 5 
carbonos metílicos, e 4 metilênicos, 8 carbonos metinícos e 10 carbonos 
quaternários. A multiplicidade apresentada para os 26 carbonos de FC4B sugerem 
que o esqueleto desse limonóide não seja do tipo anel A-seco, como FC-4A, 
principalmente devido à ausência do sinal de um carbono metilênico carbinólico em  
torno de 65 ppm, e também pela ausência dos dois duplos dubletos atribuídos aos 
hidrogênios geminais do C-19 em torno de  4 ppm. Este limonóide apresenta 4 
carbonos metilênicos e 5 metílicos, ou seja, a metila em C-19  não se encontra  
ciclizada com a carboxila em C-3 formando um anel adicional, como em FC4A. 
A análise do espectro de RMN 1H (Figura 16) revelou também a presença de 
sinais característicos do anel furano dos limonóides, tais como os hidrogênios H-21 
e H-23 que apareceram como um singleto largo integrando para 2H em δH 7.66, e o 
sinal do hidrogênio H-22 apareceu também como singleto largo em δH 6.49, 
integrando para 1H. No espectro de RMN de 13C o anel furano pode ser constatado 
pelos sinais de carbono em δ 143,8 (C-21); 110,5 (C-22) e 142,0 (C-23). Desta 
forma, confirma-se o anel furano e atribui-se o sinal em 120,4 ao carbono C-20.  
Os demais sinais apresentados nos espectros de RMN de 13C e de 1H foram 
quase idênticos aos apresentados para o limonóide nomilina e, portanto foi possível 
identificar o composto minoritário da mistura de fração FC4, como sendo o limonóide 
conhecido como nomilina.  A Tabela 6 apresenta todos os dados para o limonóide 












Figura 17 – Espectro de RMN 13C (DMSO, 100MHz) da mistura FC4 
 




Tabela 5 – Valores de deslocamentos químicos (δ) de RMN 13C e do DEPT 1350 para FC4 e 
dados da literatura para limonina (FC4A)  
 FC4A FC4A 
Khalil et al. 
(2003) 
 
Khalil et al (2003) 
 
C δH (a) (ppm) m; J (Hz) 
δC (b) 
(ppm) 
δH (c) (ppm); m; J 
(Hz) 
δC (d) (ppm) 
1  78,3 (CH)  78.8 
2  36,0 (CH2)  36.1 
2ª 2.26 (dd J= 14,8 ; 3.2 Hz)  
2.26 (dd J= 14,8 ; 
3.2 Hz) 
 
2b 2.6 (dd J=14,8, 3.2 Hz)  
2.65 (dd J=14,8, 
3.2 Hz) 
 
3  170,0 (Cq)  170.3 
4  79,9 (Cq)  79.5 
5 2.44(dd, J=15,5;  3,3 Hz) 58,36 (CH) 
2.47(dd, J=15, 2.8 
Hz) 
58.4 
6  36,6 (CH2)  36.6 
6a 2.75 (dd, J=15, 2.8 Hz)  
2.75 (dd, J=15, 
2.8 Hz) 
 
6b 3.10 (T, J= 15 Hz)  3.10 (T, J= 15 Hz)  
7  208.4 (Cq)  208.1 
8  50,68 (Cq)  50.3 
9 2.55 (dd, J=10, 3.2 Hz) 46,8 (CH) 
2.55 (dd, J=10, 
2.0 Hz) 
46.9 
10  48,66 (Cq)  45.3 
11  17,9 (CH2)  19.7 
11a 1.78 (m)  1.78 (m)  
11b 1.70 (m)  1.70 (m)  
12  29,60 (CH2)  29.3 
12ª 1.26 (m)  1.26 (m)  
12b 1.73(m)  1.73(m)  
13  38,0 (Cq)  37.7 
14  67,1(Cq)  64.9 
15 4.10(s) 54,1 (CH) 4.09(s) 54.1 
16  167,7 (Cq)  167.4 
17 5.47(s) 77,8 (CH) 5.45 (s) 77.9 
18 1.11 (3H, s) 17,43 (CH3) 1.09 (3H, s) 17.6 
19  65,20 (CH2)  66.7 
19ª 4.46 (d, J=13 Hz)  4.46 (d, J= 13Hz)  
19b 4.10 (d, J=13Hz)  4.09 (d, J=13Hz)  
20  120,6 (Cq)  120.3 
21 7.66 (br s) 143,81 (CH) 7.63 (br s) 143.4 
22 6.5 (br s) 110,6 (CH) 6.48 (br s) 110.2 
23 7.66 (br s) 142,1 (CH) 7.69 (br s) 141.7 
24 1.00 (s) 30,14 (CH3) 0.98 (s) 17.1 
25 1.18 (3H, s) 20,06 (CH3) 1.17 (3H, s) 29.8 
26 1.02 (3H, s) 21,8 (CH3) 1.01 (3H, s) 21.4 
 (a) DMSO-d6, 400 MHz 
 (b) DMSO-d6 100 MHZ 
 (c) DMSO-d6 500 MHz 











































Tabela 6 – Valores de deslocamentos químicos (δ) de RMN 13C E DEPT 1350 para FC4B e 
dados da literatura para nomilina 
 
 FC4B FC4B Ruberto et al. 
(2003) 
 
Ruberto et al. 
(2003) 
 
C δH (a) (ppm) m; J (Hz) δ  C (b) 
(ppm) 
δH (c) (ppm); m; J 
(Hz) 
δ  C (d) (ppm)  
1 5.08  (d J=7Hz) 71,3 (CH) 5.08  (d J=7Hz) 71.3 (CH) 
2  35.6 (CH2)  35.7 (CH2)  
2ª  3.18 (dd J= 16,0 ; 1.5 
Hz) 
  3.18 (dd J= 16,0 ; 
1.5 Hz) 
 
2b 3.04 (dd J=16; 7 Hz)  3.04 (dd J=16; 7 
Hz) 
 
3  169.7 (Cq)  169.7  (Cq) 
4  84.88 (Cq)  85.4  (Cq) 
5 2.29(dd, J=14; 3.2 Hz) 50.8 (CH) 2.29(dd, J=12; 3.5 
Hz) 
50.5 (CH) 
6  39.0 (CH2)  21.2  (CH2) 
6a 3.57 (d, J=16.1 Hz)  3.60 (dd, J=17, 
3.5 Hz) 
 
6b 1.92 m  1.92 m  
7  208.3 (Cq)  158.3 (Cq) 
8  52.4 (Cq)  46.6 s (Cq) 
9 2.35 (d, J=8.4 Hz) 44.14 (CH) 2.39 (d, J=9Hz) 45.8  (CH) 
10  43.97 (Cq)  44.7 (Cq) 
11  16.9(CH2)  19.9 (CH2) 
11a 1.52 (m)  1.52 (m)  
11b 1.20 (m)  1.20 (m)  
12  31.8 (CH2)  34.0 (CH2) 
12a 1.80 (m)  1.80 (m)  
12b 1.17(m)  1.17(m)  
13  37.4 (Cq)  38.8 (Cq) 
14  66.1(Cq)  65.6 (Cq) 
15 3.90(s) 53.2 (CH) 3.72(s) 54.4 (CH) 
16  165.0 (Cq)  169.6 (Cq) 
17 5.44 (s) 78,8 (CH) 5.46 (s) 78.8 (CH) 
18 1.28 (s) 22.9 (CH3) 1.20 (s) 22.0  (CH3) 
19   15,6 (CH3)  17.0 (CH3) 
19a 1.31 (s)  1.21 (s)  
19b     
20  120,4 (Cq)  120.7 (Cq) 
21 7.66 (sl) 142.0 (CH) 7.39 (bs) 141.3 (CH) 
22 6.49 (sl) 110.5 (CH) 6.34 (bs) 110.1 (CH) 
23 7.66 (sl) 143.8 (CH) 7.39 (bs) 143.5 (CH) 
24 1.53 (s) 23,6 (CH3) 1.52 (s) 24.3 (CH3) 
25 1.53 (s) 20,7 (CH3) 1.54 (s) 18.1 (CH3) 
26 1.23 (s) 16.68 (CH3) 1.12 (s) 17.7 (CH3) 
CH3CO  169.4 (Cq)  169.6 (Cq) 
CH3CO 2.00 (s)  2.00 (s) 21.2 (CH3) 
(a) DMSO-d6, 400MHz 
(b) DMSO-d6 100 MHZ 
(c) CDCl3 250 MHz 






















Figura 20 – Estrutura do limonóide nomilina 
 
 
5.6 CARACTERIZAÇÃO DO ÓLEO DA SEMENTE DE Citrus sinensis (L.) Osbeck  
É muito importante manter a hidratação da pele, por esta razão a utilização 
de produtos emolientes em formulações é bastante utilizada. A maioria dos óleos 
vegetais apresenta emoliência, oclusividade, adesividade, brilho e solvência, 
diferenciando-se por sua constituição química, que pode promover efeitos 
bioquímicos diversos na pele (MORAIS, 2006; AZZINI, 1999). 
Os óleos vegetais fixos são extraídos de várias partes das plantas, porém as 
sementes são bastante utilizadas por conterem quantidades maiores deste óleo. São 
compostos principalmente por triglicérides, ésteres triplos de ácidos graxos e de 
glicerol. Os ácidos graxos que participam da formação destes ésteres são em sua 
maioria o ácido oléico, o ácido linoleico e o ácido linolênico (MORAIS, 2006). 
O óleo fixo (FH) da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck foi caracterizado 
por meio de CG-EM e repetiu-se a análise por CG por comparação com o índice de 





5.6.1 Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM) 
Na análise de CG-EM o óleo foi analisado imediatamente após a derivatização 
dos ácidos graxos presentes sob a forma de metilésteres, pois os ésteres são 
derivados mais voláteis que os ácidos de origem facilitando desta forma a análise.  
O óleo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck foi caracterizado por CG-
EM, sob as condições especificadas anteriormente nas condições no item 4.1.5.1 
pág. 51. 
Na Figura 21 mostra o cromatograma obtido a partir do óleo das sementes 
de Citrus sinensis (L.) Osbeck , e a Tabela 7 resume a ordem de eluição dos ésteres 
graxos identificados no óleo, com seus respectivos tempos de retenção, e teores (%) 




Figura 21 – Cromatograma I do Óleo da Semente Citrus sinensis (L.) Osbeck (FH) 
 
 
Tabela 7 – Ácidos Graxos identificados com seus respectivos teores (%) do Óleo da 
Semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  (FH) 
Éster Metílico dos Ácidos Tempo de Retenção no Cromatograma (min) % Teor 
Ácido palmítico 18:06 18.3 
Ácido Linoleico 21:37 49.7 
Ácido Oléico 21:67 26.3 
Ácido Esteárico 22:76 5.4 
 
 
A análise por CG-EM do óleo derivatizado (Figuras 22, 23, 24, 25) mostrou 
ser este composto majoritariamente de quatro ácidos graxos que juntos perfazem 
99% do óleo, sendo o ácido linoleico, um ácido graxo poliinsaturado, o mais 
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representativo no óleo (49%), seguido do ácido oleico (26%).  A análise dos 
componentes do óleo foi realizada com base na fragmentação de massas dos 
respectivos ácidos graxos na forma de éster metílico, separado na cromatografia 
gasosa. Os picos dos íons moleculares pelas suas massas cargas (m/z) 
correspondentes foram caracterizados, atribuindo-se as fórmulas moleculares dos 
ácidos graxos derivatizados, conforme mostrado na Tabela 8 seguinte. 
 
 
Tabela 8 – Íons moleculares e ácidos graxos derivatizados correspondentes 
Íon Molecular M + 
(m/z) 
Pico base Fórmula molecular Atribuição 
270 87 C17H34O2 Éster metílico do ácido palmítico 
(fig.22) 
298 87 C19H38O2 Éster metílico do ácido esteárico 
(fig.23) 
296 81 C19H36O2 Éster metílico do ácido oléico 
(fig.24) 






























5.6.2 Cromatografia gasosa (CG) 
Foi também realizada a análise para caracterização do óleo fixo da semente 
de Citrus sinensis (L.) Osbeck (FH) pela análise em CG por comparação com o 





Figura 26 – Cromatograma II (CG) do Óleo da Semente Citrus sinensis (L.) Osbeck (Fração 
hexânica) 
 
Tabela 9 – Ácidos Graxos identificados com maiores teores (%) da amostra do óleo da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck analisada por meio da área do pico.  







Ácido palmítico  16:61 9.7 
Ácido Esteárico  19:42 3.3 
Ácido Oléico  19:89 17.8 
Ácido Linoleico  20:85 36.3 
Ácido α-linolênico  22:19 25.3 
105 
 
Foram elucidados na Tabela 9 apenas 5 ácidos graxos, ou seja, aqueles que 
maiores obtiveram % total da área no cromatograma, sendo 3 deles insaturados. 
Dentre os ácidos graxos que apresentaram maior quantidade no óleo da semente de 
Citrus sinensis (L.) Osbeck, o ácido palmítico (C16:0), foi que apresentou menor 
tempo de retenção no cromatograma. Seguidamente o cromatograma, revelou os 
picos correspondentes aos ácidos: esteárico(C18:0), oléico (C18:1), linoleico (C18:2) 
e α-linolênico (C18:3). Este resultado denota que o tamanho da cadeia graxa exerce 
maior influência na ordem de eluição do que o número de insaturações na cadeia 
principal do composto, ou seja, quanto menor a cadeia menor o tempo de retenção 
no cromatógrafo (PEREIRA, 2008). 
Os ácidos graxos insaturados, oléico, linoleico, α-linolênico eluiram em maior 
tempo de retenção. Aparecem em quantidades expressivas, sendo a maior parte 
ácidos graxos poliinsaturados. Estes resultados coloca esse fruto em uma condição 
atraente para o mercado de alimentos funcionais e expressam a importância do 
aproveitamento industrial, já que os compostos insaturados representam cerca 80% 
da composição do óleo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, sendo 61% 
poliinsaturados. 
 Esta característica auxilia na agregação de valor do fruto, pois o uso de 
matérias-primas ricas em ácidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados são de 
grande interesse para as indústrias que buscam alternativas para elaboração de 
produtos mais saudáveis (NASCIMENTO et al, 2008) 
Filsoof e Mehran (1976) investigaram a composição de ácidos graxos de 
óleos de sementes de oito espécies de Citrus oriundo do Irã, dentre elas, pode-se 
citar: laranjas, tangerina e limões, cujos valores para os ácidos graxos majoritários 
foram: 21,8-29,4% (ácido palmítico), 3,1-7,60% (ácido esteárico), 0,3-1,3% (ácido 
palmitoléico), 23,5-32,3% (ácido oléico), 33,5-39,8% (ácido linoleico) e 3,1-7,6% 
(ácido linolênico). Pequenas quantidades (até 0,1%) de ácidos mirístico e 
araquídico. 
Habib et al. (1986) investigaram a composição química das sementes de 
espécies de Citrus do Egito. Foram analisadas as sementes das frutas cítricas 
laranja, tangerina, limão e toranja. Eles acrescentaram que, o aspecto nutricional 
óleos das sementes de Citrus são semelhantes a outros óleos vegetais com um 
conteúdo relativamente alto de ácido linoleico e linolênico. 
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Trandjiiska e Nguyen (1989) estudaram a composição de triacilglicerídeos 
dos óleos de sementes de espécies de Citrus do Vietnã. As análises demonstraram 
que ácido linoleico é o ácido graxo mais importante em todas as sementes de Citrus, 
exceto para o limão, no qual o teor de ácido oléico foi o mais importante. 
Em trabalho de Ajewole e Adeyeye (1993) sobre composição do óleo de 
sementes de Citrus, os gêneros estudados incluem Citrus sinensis (L.) Osbeck, C. 
paradisi, C. aurantium, C. reticulata, C. aurantifolia e tangelo (um híbrido entre C. 
paradisi e C. reticulata) e os principais ácidos graxos encontrados foram palmítico 
(12 a 28%), oléico (entre 26 e 45%) e linoleico (entre 29 e 38%). Foi encontrado 
também ácido esteárico e linolênico. Os óleos apresentaram alto grau de 
insaturação, entre 67 e 86 %. 
Segundo Akpata e Akubor (1999) o óleo de sementes de Citrus contém alta 
quantidade de ácidos graxos insaturados, sendo valioso na aplicação de Indústrias 
de alimentos e outras aplicações industriais. 
Estudos de Fernandes et al., (2002), no qual foi extraído o óleo da semente 
de frutas cítricas do Brasil. Foram encontrados na extração por soxhlet Ácido 
palmítico (C.limon) 29,8%, (Citrus sinensis (L.) Osbeck) 53,9%, (C. reticulata) 38,6%. 
Ácido linoleico (C.limon) 24,1%, (Citrus sinensis (L.) Osbeck) 29,6%, (C. reticulata) 
30,5%. Ácido linolênico (C.limon) 38,7%, (Citrus sinensis (L.) Osbeck) 13,5%, (C. 
reticulata) 19,9%. Ácido. oléico (C.limon) 2,4%, (Citrus sinensis (L.) Osbeck) 0,7%, 
(C. reticulata) 2,1%. Ácido esteárico (C.limon) 5,0%, (Citrus sinensis (L.) Osbeck) 
2,3%,(C. reticulata) 8,9%. 
Sementes de variedades de frutas cítricas da Tunísia, ou seja, Laranja 
(Citrus sinensis (L.) Osbeck), Limão (Citrus limon), bergamota (Citrus bergamia) e 
laranja amarga (Citrus aurantium) foram analisados a composição. Os principais 
ácidos graxos encontrados foram palmítico, oléico e linoleico. Observou-se que os 
ácidos graxos insaturados são mais abundantes do que os ácidos graxos saturados 
(SAÏDANI, DHIFI, MARZOUK, 2004). 
Reda et al., (2005) identificaram no óleo das sementes de limão rosa do 
Brasil os seguintes ácidos graxos na forma de ésteres metílicos: caprílico (0,90%), 
palmítico (21,40%), esteárico (2,60%), oléico (21,20%), linoleico (43,00%), linolênico 
(7,60%) e araquídico (0,20%) e no óleo das sementes de limão siciliano: caprílico 
(1,00%), mirístico (0,10%), palmítico (19,60%), esteárico (3,00%), oléico (28,60%), 
linoleico (34,40%), linolênico (10,00%) e araquídico (0,20%). Os resultados 
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indicaram que ambos os óleos composição química semelhante e alto teor de ácidos 
graxos insaturados (71,80 e 73,00%). 
Em estudo de Anwar et al. (2008) sobre a composição química de óleos 
extraídos de sementes cítricas do Paquistão aparece o ácido linoleico (36,1-39,8%), 
ácido palmítico (25,8 - 32,2%), ácido oléico (21,9 - 24,1%), ácido linolênico (3,4 -
4,4%) e o ácido esteárico (2,8 - 4,4%). 
Waheed et al. (2009) pesquisaram três espécies de Citrus, Citrus sinensis 
(L.) Osbeck, Citrus paradisi, Citrus aurantium do Paquistão, no qual analisou os 
constituintes de lipídeos totais e classes de lipídios neutros, ou seja, os 
hidrocarbonetos, ésteres de cera, ésteres de esterol, triacilgliceróis, ácidos graxos 
livres, 1,3-diacilgliceróis, 1,2-diacilgliceróis, esteróis, álcoois, e monoacilgliceróis. 
Ácido Palmítico, linoleico e oléico foram os principais componentes das classes 
lipídicas estudadas das sementes de Citrus. 
Estes resultados demonstram que as sementes cítricas são fonte potencial 
de óleo e também de aplicabilidade em áreas industriais. O resultado encontrado 
neste trabalho se assemelha com os resultados encontrados em pesquisas 
anteriores com sementes cítricas. 
 
 
5.6.2.1 Identificação da subfração FC2 
 
A subfração (FC2) foi também analisada por meio de Cromatografia Gasosa 






Figura 27 – Cromatograma do Óleo da Fração Clorofórmio (subfração FC2) 
 
  
Tabela 10 – Ácidos Graxos encontrados com maiores teores (%) do componente FC2 
analisada através da área do pico 
Éster Metílico dos Ácidos 
Tempo de Retenção no 
Cromatograma (min) 
Teor %  
Pentadecenóico  16:02 4.5 
Palmídico 16:63 52.6 
Esteárico 19:43 10.9 
Oléico 19:90 22.9 
Linoleico 20:84 1.3 
 
 
Foram elucidados na Tabela 10 apenas 5 ácidos graxos, ou seja, aqueles que 
maiores obtiveram % total da área no cromatograma, sendo 3 deles insaturados. 
Dentre os ácidos graxos que apresentaram maior quantidade em FC2 foram o ácido 
pentadecenóico (C15:1), palmítico (C16:0), esteárico(C18:0), oléico (C18:1) e 







Tabela 11 – Comparação entre a fração hexânica e o FC2 da fração clorofórmica 
Éster Metílico dos 
Ácidos 
% Teor FC2 
% Teor Fração 
Hexânica (CG-EM) 
% Teor Fração 
Hexânica (CG), por 
Kovats 
Ácido palmídico 52.6 18,3 9.7 
Esteárico 10.9 5,4 3.3 
Oléico 22.9 26,3 17.8 
Linoleico 1.3 49,7 36.3 
α-linolênico 0.1 - 25.3 
Pentadecenóico 4.5 - 0.2 
 
Os resultados do CGMS e CG do óleo da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck (FH) apresentaram desigualdade na composição dos ácidos graxos, pois 
foram realizadas em condições diferentes. Em ambos os casos, houve 
predominância dos ácidos graxos monoinsaturados (26% e 17%) e de ácidos graxos 




5.6.3 Comparação da composição centesimal graxa insaturada e saturada do óleo 
da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, FC2 com outros óleos vegetais 
Na análise da Fração Hexânica foi obtida uma proporção de 
aproximadamente 80 % de ácidos graxos insaturados para apenas 20% de 
saturados. Já a análise o FC2 apresentou-se com maior proporção de ácidos graxos 
saturados em comparação com os insaturados, saturado 67,1% e insaturado 32,1%. 
Segue na Tabela 12 a comparação da relação graxa insaturada/saturada da FH 










Tabela 12 – Relação da composição graxa insaturada/ saturada em relação a alguns óleos 
utilizados na área cosmética 
Óleo Vegetal Relação ácido graxo insaturado / saturado 
Óleo da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck   
5,05 
FC2 0,47 
Óleo da semente de camomila 5,1 
Óleo de amêndoas doces 15,6 
Óleo de Andiroba  2,0 
Óleo de babaçu 0,17 
Óleo de Buriti 4,60 
Óleo de Castanha do Pará 2,80 
Óleo de Pequi 1,14 




Por meio da comparação da relação insaturado/saturado da FH com a 
subfração FC2 e outros óleos da flora brasileira, foi verificado uma relação de 5.05, 
sendo bastante elevada em comparação aos outros óleos, igualando ao óleo da 
semente da chamomila. O óleo de amêndoas teve destaque com relação de 15,6, 
devido apenas ao ácido oleico e não aos ácidos poliinsaturados, entretanto a relação 
poliinsaturado/monoinsaturado também torna-se um resultado significativo. 
 
 
5.7 ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS DO ÓLEO 
5.7.1 Parâmetro reológico de viscosidade e fluidez 
A reologia demonstra informações sobre as propriedades de escoamento e 
deformação de materiais sob a influência de forças externas (CAMARGO JÚNIOR, 
2006). Os materiais podem apresentar dois diferentes tipos de comportamento de 
acordo com as características de fluxo: Newtonianos e não Newtonianos. O fluxo 
Newtoniano apresenta valores constantes de viscosidade, o fluxo não Newtoniano 
apresenta modificação na viscosidade em relação aumento da tensão de 
cisalhamento. Os fluxos não Newtonianos pseudoplásticos apresentam diminuição 
111 
 
nos valores de viscosidade em relação ao aumento da tensão de cisalhamento 
(MARTIN, BUSTAMANTE, CHUN, 1993). Este fluxo é o mais comum e mais 
interessante para os produtos cosméticos, que muitas vezes necessitam de uma 
viscosidade inicial adequada, e um determinado índice de fluidez no momento da 
aplicação, permitindo um bom espalhamento e uma melhor cobertura da pele 
(DAHMS, 1996). 
O óleo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck apresentou 
comportamento não-Newtoniano, ou seja, sua viscosidade é dependente da taxa de 
cisalhamento. É classificado quanto ao tipo de escoamento, sendo um óleo que 
exibe comportamento pseudoplástico, que se caracteriza pela diminuição da 
resistência do material ao escoamento com o aumento da velocidade de deformação 
de acordo com o Gráfico 1. Apresentou índice de fluxo igual a 0,96, ou seja, menor 
que 1 (<1), esta informação indica que o óleo possui comportamento pseudoplástico 
sendo ideal para uso em cosméticos, pois após a aplicação do produto, este 
apresenta facilidade em espalhar na pele e o filme aplicado à pele poderá recuperar 
viscosidade rapidamente. 
 
Gráfico 1 – Parâmetro reológico de viscosidade da fração Hexano (FH)  
 










5.7.2 Densidade  
A densidade média obtida no presente estudo foi de 0,907mg/mL. Este 
resultado apresentou-se semelhante em relação a algumas pesquisas já realizadas. 
Os resultados da densidade (24°C) de acordo com Anwar et al. variou de 
0,920mg/mL – 0,941mg/mL. Habib et al. (1986) relatou que óleos das sementes 
Citrus Egípcio, apresentou densidade (0,913 mg/mL – 0,933 mg/mL). A pesquisa de 
El-Adawy et al. (1999) para óleos de sementes de Citrus egípcio apresentou 




5.7.3 Espalhabilidade (Comportamento de extrusão)  
As medidas foram realizadas e o resultado obtido para o óleo foi uma área 
de 10.381, 62mm2, sendo considerado um ótimo poder de espalhabilidade. A Figura 




A                                               B 
Figura 28 – Análise de Espalhabilidade da Fração Hexano (FH), 
[A] Tempo zero e [B] Após 1 minuto. 







5.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  
Os resultados obtidos na determinação da Concentração Inibitória Mínima 
do extrato bruto da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck foram avaliados de 
acordo com a presença de coloração vermelha nos poços. Resultados acima de 
1000 µg/L para o extrato bruto indicam que não houve inibição do crescimento 
bacteriano, enquanto que, resultados abaixo desse valor demonstram atividade. 
O controle positivo e negativo comportou-se conforme esperado. De acordo 
com os resultados apresentados, as amostras não inibiram o crescimento de 
microorganismos pelo método CIM. Pode-se dizer, no entanto, que o extrato bruto 
não apresenta atividade antimicrobiana. 
Estudo realizado com o óleo essencial, obtido a partir da casca da Ponkan 
(Citrus reticulata Blanco) frente às cepas Escherichia coli e Staphylococcus aureus, 
demonstrou atividade de inibição com o óleo. Os resultados obtidos indicam que o 
óleo essencial isoladas de Ponkan tem atividade antimicrobiana e pode ser usado 
para controlar microorganismos (TAO et al., 2009). 
No estudo de Pereira et al. (2008) com óleo fixo da semente de chamomila, 
comprovou que este óleo com alto teor de ácidos linoleico e oléico foi capaz de inibir 
cepas de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes. 
Costa (2007) no estudo da atividade antibacteriana com óleo de urucum nas 
concentrações de 1000, 500, 250 e 125 μg, composto por ácidos graxos insaturados 
também não apresentou atividade contra as bactérias testadas. 
Será necessário testar outros métodos de análises e outras cepas para 
verificar a possibilidade de inibição bacteriana com óleo de semente de Citrus 




5.9 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 
Os antioxidantes podem ser de origem natural ou sintética e podem ser 
adicionados em produtos alimentícios, cosméticos e outros para retardar os 
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processos oxidativos, que causam mudanças na qualidade e aspecto dos produtos. 
Os antioxidantes atuam interrompendo a cadeia de reações oxidativas, reduzindo a 
velocidade de oxidação e prolongando o período de indução, que consiste no tempo 
decorrido para um produto começar a apresentar sinais detectáveis de oxidação 
(AMAROWICZ et al., 2004). 
Atualmente pesquisas estão voltadas em busca de produtos antioxidantes 
naturais, pois existem dúvidas em relação à segurança dos produtos sintéticos 
utilizados no mercado. 
 
 
5.9.1 Formação do complexo fosfomolibdênico 
A Formação do Complexo Fosfomolibdênico baseia-se na redução do 
molibdênio (VI) para molibdênio (V) quando em contato com alguma substância que 
tenha ação antioxidante, com formação de um complexo verde fosfomolibdênico (V) 
em pH ácido, que é determinado espectrofotometricamente por UV a 695 nm 
(PRIETO, PINEDA, AGUILAR, 1999). Esse método é usado para comparar a 
capacidade antioxidante de diversos extratos, além de ser simples e de baixo custo. 
Os padrões utilizados para comparar com as frações foram vitamina C e 
rutina. Considerou-se que a vitamina C apresenta atividade de 100% por ser uma 
substância de potente ação antioxidante. Desta forma, de acordo com as análises 
realizadas a rutina apresentou atividade antioxidante aproximadamente 29% em 
relação à vitamina C. As frações, por sua vez, quando comparado à vitamina C, 
possuem a resultados citadas no Gráfico 2 e Tabela 13. 
Comparando os resultados em relação à rutina e a Vit C, as frações 
mostraram baixa ação antioxidante. Visualmente na Figura 29 percebe-se que houve 
pouca mudança de cor das soluções em 90 minutos de reação. Normalmente 
quando durante a análise nota-se a mudança de coloração amarela para cor 
verde/azulada indica característica da formação do complexo fosfomolibdênico, ou 
seja, ação antioxidante. Quanto mais intensa a coloração, maior a atividade 
antioxidante do composto. 
115 
 
Nota-se que o tubo 1 das Figura 29 é a Vit C, pois apresenta maior 
coloração, seguida da rutina com azul menos intenso, os restantes dos tubos são 
análises das frações testadas e estes apresentam menor coloração. 
Pode-se concluir com essa análise que a FM apresenta atividade 
antioxidante maior em relação às outras frações analisadas. 
 
 










em relação à Rutina (%) 
Atividade Antioxidante 
em relação à Vitamina C (%) 
FM 11,586 3,36 
FCL 10,103 2,93 
FAC 2,372 0,688 








Figura 29 – Visualização da reação de complexação 
do fosfomolibdênio.- fração Metanol 




5.9.2 Redução do radical DPPH 
O DPPH quando entra em contato com uma substância que pode doar um 
átomo de hidrogênio, o radical passa à sua forma reduzida perdendo a coloração 
violeta e se tornando amarelo pálido, formando difenil picrilhidrazina. A intensidade 
da coloração é proporcional à concentração da substância com potencial 
antioxidante (HIRATA, 2004). 
Para a fração metanol (FM) e a fração acetato de etila (FAC) foi calculada a 
porcentagem de inibição do DPPH e por regressão linear foi possível calcular o IC50, 
ou seja, a concentração da amostra que reduz 50% da concentração inicial de 
DPPH. No Gráfico 3 e 4 demonstra as retas médias obtidas da FM e FAC. 
Cada amostra foi comparada com os padrões de vitamina C e rutina. Quanto 
menor for o valor do IC50, maior é a capacidade antioxidante da substância. Nas 
Figuras 30 e 31 demonstraram a perda de coloração quando a fração possui 
capacidade antioxidante. Os resultados do IC50 são apresentados na Tabela 14, 
corresponde à média das repetições ± desvio padrão. 
Os resultados foram analisados estatisticamente, para verificar a diferença 
estatística entre as amostras utilizou-se ANOVA, e para localizar as diferenças o 
teste de Tukey (p<0,05). 
Nota: (1) Vitamina C; (2) Rutina; ( 3) FM 
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Por meio destas análises verificou-se que todas às amostras diferem 
estatisticamente entre si. As FM e FAC possuem atividade antioxidante menor que à 
Vit C e Rutina. Através da média da equação da reta obtida nos Gráficos 3 e 4 e 
considerando que o valor de y: 50, tem-se como resultado (0,33 mg/mL± 0,66) para 
a FM e (0,39 mg/mL ± 0,60) para FAC. Este valor significa que é necessária esta 
concentração para reduzir 50% da concentração inicial de DPPH. 
As frações hexano e clorofórmio apresentaram atividade antioxidante acima 
de 500 µg/mL, sendo considerada uma atividade fraca, são menos ativas do que os 
padrões e amostras analisadas, sendo necessário uma quantidade maior de 




Figura 30 – Análise DPPH da fração acetato de etila (FAC) 
Fonte: A autora, 2009 
 









Figura 31 – Análise DPPH da fração metanol (FM) 
Fonte: A autora, 2009 
 
 




Tabela 14 – Resultado de IC50
 e Teste de Tukey para redução do DPPH 
Amostra Média IC50 (µg) ± SD
 
Resultado do Teste de Tukey 
Vitamina C 4,28 ± 0,03 a
1
 
Rutina 6,65 ±0,03               a
2
 
Fração Metanol (FM) 339,81±0,66 a
3
 
Fração Acetato de etila (FAC) 395,05± 0,60                       a
4
 
Fração Clorofórmica (FCL) >500  
Fração Hexânica (FH) >500  
(*) – Amostras classificadas no mesmo grupo não diferem estatisticamente 
 
 
Bocco et al. (1998) demostraram a potente atividade antioxidante do extrato 
metanólico de sementes de Citrus. O estudo de Luzia e Jorge (2009) comprovou que 
a utilização do extrato metanólico de sementes de limão agregado à antioxidantes 
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sintéticos teve uma boa atividade antioxidante, podendo substituir o sintético 
parcialmente pelo antioxidante natural. 




5.10 ENSAIO in vitro DA ATIVIDADE DA ENZIMA TIROSINASE 
São muito utilizados em produtos farmacêuticos e cosméticos os inibidores e 
estimuladores da enzima tirosinase com o objetivo de diminuir a produção excessiva 
de melanina nas camadas epidérmicas ou estimular a produção com o propósito de 
utilizar em doenças de hipopigmentação, como por exemplo, o vitiligo (CANSIAN, 
2010). 
Hiperpigmentações ou hipopigmentação cutâneas são problemas 
dermatológicos relacionados à pigmentação. Existe intensa pesquisa relacionada a 
estes distúrbios e de ativos seguros e eficazes que podem ser utilizados em 
produtos cosméticos e farmacêuticos. A identificação de inibidores de enzima 
envolvida na melanogênese, como o ácido kójico, é extremamente importante 
(MACRINI, 2004). 
Vários são os estudos relacionados as frutas cítricas em relação a enzima 
tirosinase. Um inibidor da tirosinase foi isolado da casca de frutas cítricas 
identificadas como a nobiletina. Nobiletina (IC50 ; 46,2 mM) apresentou maior 
potência em relação o ácido kójico (IC50; 77,4 mM), utilizado como controle positivo, 
e foi encontrado atividade potencialmente eficaz de inibir a produção de melanina 
(SASAKI, YOSHIZAKI, 2002) 
De acordo com Matsuura, Ukeda, Sawamura (2006) os óleos essenciais 
cítricos possuem a capacidade de inibir a atividade da enzima tirosinase. 
Outra estudo em relação a tirosinase foi realizado Ohguchi, Akao, Nozawa 
(2006), onde demonstrou que a Naringenina, uma flavanona, encontrada nos Citrus 
possui a capacidade de aumentar a atividade da tirosinase. 
O extrato etanólico do fruto verde de Citrus hassaku apresentou atividade 
inibitória da tirosinase significativa, atribuída pela a naringina (ITOH et al., 2009), 
substância encontrada nas sementes de Citrus sinensis (L.) Osbeck . 
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No presente estudo o efeito da tirosinase das quatro frações obtidos da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck foram avaliadas pelo método de 
espectrofotometria. O ácido kójico foi escolhido como um controle positivo, devido a 
capacidade de inibir de forma eficaz a tirosinase. A FC demonstrou resultados 
estatísticos significativos por exibir atividade de estimulação a tirosinase na 
concentração de 300 µg/mL, em comparação com os controles, conforme mostra na 
Figura 32. 
Em concentrações de 100 µg/mL ou 1000 µg/mL da FCL não foi observada 
interferência da fração sobre a atividade tirosinase. Isto pode ocorrer devido a outras 
substâncias presente na fração, ou outros mecanismos de ação que podem estar 
envolvidos no estímulo ou não da melanogênese. 
Como o estímulo da enzima resulta na maior formação de dopaquinona, a 
leitura (mDO) aumenta proporcionalmente. 
Este resultado nos remete a possibilidade de prosseguir os estudos para 
realizar ensaios com células in vitro, para comprovação da utilização da semente de 
Citrus sinensis (L.) Osbeck em doenças de hipopigmentação, pois esta análise serve 










5.11 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE FRENTE À Artemia salina 
Foram submetidas a esta avaliação amostras das FH, FM, FAC e FC. 
Conforme os resultados que estão demonstrados na Tabela 15, pode-se observar 
que entre as amostras testadas apenas a FM possui uma toxicidade significativa 
frente a este crustáceo, pois 172,78 µg/mL foram capazes de provocar a mortalidade 
de 50% das larvas. Este resultado também sugere uma considerável bioatividade 
frente à Artemia salina, pois segundo Meyer et al. (1982), extratos com valores de 
CL50 inferiores a 1000 μg/mL são considerados bioativos. 
As frações FAC, FH e FC não apresentaram toxicidade frente à Artemia 
salina, pois os valores de CL50 foram maiores que 1000 μg/mL. 
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Para o cálculo da CL50 os resultados das amostras testadas foram 
submetidos ao teste estatístico Probitos. 
Os solventes utilizados foram metanol para FM e FAC e hexano para fração 
FC e FH. Os solventes não demonstraram toxicidade frente à Artemia salina. Já o 












CL50 Intervalo de confiança 95% 
FH 0 0 0 >1000 - 
FC 0 0 0 >1000 - 
FAC 0 1 0 >1000 - 
FM 3 11 25 172,78 87,73-340,29 
Sulfato de quinidina 16 10 18 50,12 35,80-70,16 




5.12 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE PRELIMINAR DAS SEMENTES DE Citrus 
sinensis (L.) Osbeck POR MEIO DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA 
Os resultados da avaliação da atividade hemolítica das sementes de Citrus 
sinensis (L.) Osbeck, aplicada com o objetivo de verificar a eventual hemólise 
produzida pelas frações, em meio de ágar sangue, confirmaram o resultado negativo 
na reação. Observa-se que para o teste de difusão em discos não se formaram 
halos de hemólise para os padrões dos solventes utilizados e com relação às 
frações, não representando atividade hemolítica de acordo com a Figura 33 (a). 
O resultado negativo no ensaio de atividade hemolítica indica não toxicidade 
nesse modelo, no entanto outros estudos de toxicidade in vitro e in vivo devem ser 





Figura 33 – Resultados atividade hemolítica [A] resultado 




5.13 BIOENSAIOS DA ATIVIDADE ALELOPÁTICA 
A alelopatia é um fenômeno químico-ecológico no qual metabólitos 
secundários produzidos por uma espécie são liberados e interferem na germinação 
e/ou no desenvolvimento de outras plantas num mesmo ambiente. Num sentido 
amplo, os efeitos alelopáticos se referem tanto na inibição quanto ao estímulo de 
desenvolvimento de outros organismos (RICE, 1984). 
Os aleloquímicos pertencem a diferentes categorias de compostos, tais 
como fenóis, terpenos, alcalóides, poliacetilenos, ácidos graxos, peptídeos, entre 
outros (PERIOTTO, PEREZ, LIMA, 2004; MIRÓ, FERREIRA, ÁQUILA, 1998). Estes 
afetam de várias maneiras o organismo que será atingido tais como: redução na 
absorção de nutrientes, alteração nos hormônios de crescimento, inibição da 
fotossíntese, alterações no processo respiratório acelerando ou diminuindo a 
respiração, efeitos na síntese de proteínas, alterações na permeabilidade da 
membrana e inibição da atividade enzimática (MAULI et al.,  2009). 
Essas substâncias químicas estão presentes em diferentes órgãos, incluindo 
folhas, flores, frutos e gemas de muitas espécies vegetais (PERIOTTO, PEREZ, 
LIMA, 2004; DELACHIAVE et al., 1999; MIRÓ, FERREIRA, ÁQUILA, 1998). 
Souza Filho (2002) pesquisou os extratos hidroalcoólicos e extratos brutos 
de várias partes da planta incluindo as sementes de Canavalia ensiformis e 




alongamento da radícula das plantas daninhas Mimosa pudica, Urena lobata, Senna 
obtusifolia, Senna occidentalis. 
Visto que o presente trabalho também objetivou a redução da poluição 
ambiental gerado pelos resíduos agroindustriais dispostos incorretamente no meio 
ambiente, a inclusão do estudo alelopático da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck é de suma importância na tentativa de reduzir o uso excessivo de produtos 
prejudiciais ao meio ambiente, agricultor e consumidor, por meio de produtos 




5.13.1 Teste de germinação e crescimento 
Em relação aos bioensaios de germinação e crescimento a análise dos 
efeitos alelopáticos das frações de (L.) Osbeck indicaram que a intensidade dos 
efeitos variou em função das frações avaliadas e das concentrações utilizadas como 
indicadora. Nos resultados da velocidade de germinação, foi verificado que todas as 
frações atrasaram a velocidade de germinação e causaram redução na 
germinabilidade de alface, sendo que as frações FCL e FM nas concentrações de 
500 mg/L e 1000 mg/L , causaram atraso na germinação, com valores superiores a 
50%, sendo estes de ±55% e ±70% para as frações clorofórmica e metanólica, na 
maior concentração ensaiada. Para a germinação, foi verificado que a fração 
hexânica foi quem mais inibiu a porcentagem final de sementes germinadas, 
causando reduções de 53,5% para a maior concentração ensaiada, quando 





Tabela 16 – Índice de velocidade de germinação (IVG) e porcentagem de germinação (G%) 
de alface submetidas a diferentes concentrações da fração hexânica (FH), 
fração clorofórmica (FCL), fração metanólica (FM) de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck  
Índice de Velocidade de Germinação (IVG) 
Tratamento 250 mg/L 500mg/L 1000mg/L 
Controle: 24,54 ± (0,41) 
FH 16,20 ± (0,73)* 12,50 ± (0,62)* 16,60 ± (0,17)* 
FCL 15,94 ± (0,49)* 14,2 ± (0,51)* 10,8 ± (0,71)* 
FM 13,96 ± (0,40)* 10,47 ± (0,15)* 7,19 ± (0,25)* 
    
Porcentagem de Germinação (% G) 
Tratamento 250 mg/L 500 mg/L 1000 mg/L 
Controle: 99,5 (1,00) 
FH 86,5 ± (3,00)* 74,5 ± (3,00)* 46,5 ± (1,15)* 
FCL 79,5 ± (1,91)* 75,0 ± (2,58)* 52,5 ± (4,72)* 
FM 93,5 ± (2,51)* 80,5± (1,00)* 83,0 ± (1,91)* 
*A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparação com a média do controle, pelo teste de Tukey. 
ns
A 
média do tratamento não difere significativamente da média do controle. 
 
 
Com relação ao crescimento, foi verificado que todas as frações causaram 
redução no tamanho das plântulas, nas maiores concentrações ensaiadas (Figura 
34 e 35). No crescimento da raiz primária e hipocótilo, sendo os efeitos mais 
acentuados observados na FM, ± 50 e 55 ± % para raiz primária e ± 19%, e ± 33% 
para o hipocótilo, nas concentrações de 500 mg/L e 1000 mg/L, em relação ao 
controle. No teor de massa seca, foi observado que não houve reduções 
significativas em nenhuma das frações ensaiadas, indicando que as frações 








Figura 34 – Plântulas submetidas as (A) fração hexânica (FH), (B) fração 
clorofórmica (FCL) e (C) fração metanólica (FM) de Citrus 
sinensis (L.) Osbeck, indicando alterações no comprimento 






Figura 35 – Crescimento médio da raiz e hipocótilo e massa seca de plântulas 
de alface submetidas à fração hexânica (FH), fração clorofórmica 
(FCL) e fração metanólica (FM) de Citrus sinensis (L.) Osbeck. 
Dados expressos em percentual em relação ao controle. 
*A média do tratamento difere significativamente (p<0,05) em comparação com a média do controle, pelo 
teste de Tukey. 
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Em relação pesquisas de Citrus relacionadas à alelopatia foram estudados 
os resíduos de Citrus junos que inibiram crescimento das raízes e brotos de alfafa 
(Medicago sativa L.), agrião (Lepidium sativum L.), capim-colchão (Digitaria 
sanguinalis L.), alface (Lactuca sativa L.), Timothy (Pheleum pratense L.) e azevém 
(Lolium multiflorum Lam.) (KATO-NOGUCHI, TANAKA, 2004). Resultados sugerem 
que resíduos C. junos pode possuir potencial efeito alelopático, podendo ser 
potencialmente útil para manejo de plantas daninhas. 
Foi observada a não existência de plantas próximas das plantações de 
Citrus aurantium devido principalmente a mecanismos alelopáticos. Foram isoladas 
algumas substâncias que reduziram a germinação de sementes e crescimento das 
plântulas de Amaranthus retroflexus (ALSAADAWI, ARIF, ALRUBEAA, 1985). 
Com relação às alterações morfológicas, foi verificado que todas as frações 
causaram redução em alguns parâmetros avaliados como aumento ou redução de 
pêlos na zona pilífera, ou oxidação na região da coifa. Foi observado que a 
concentração de 1000 mg/L da FH e FCL (Figura 36 A e G) causou formação de raiz 
secundária e calo meristemático na região da zona pilífera, sendo que este processo 
pode estar associado a um aumento na síntese de etileno pela raiz primária, 
ocasionando alterações no padrão morfológico (TAIZ, ZEIGER, 2004) A 
concentração de 250 mg/L FM (Figura 36 H), causou aumento de pêlos na zona 
pilífera, podendo estar relacionada a uma deficiência na absorção de água pela 
plântula, causando aumento dos pêlos servindo como um mecanismo para melhorar 








Figura 36 – Alterações nos padrões morfológicos da região meristemática (zona 
pilífera e coifa) de plântulas de lactuca sativa, submetidas ao (A) 
controle com água destilada, fração hexânica (B,C,D), fração 
clorofórmica (E,F,G) e fração metanólica (H,I,J) de Citrus sinensis 





5.13.2 Análise do índice mitótico 
No parâmetro divisão celular, foi observado que com o aumento da 
concentração das frações, causou redução no processo de divisão das células, 
sendo o maior efeito depressivo verificado na concentração de 1000 mg/L, para 
todas as frações avaliadas. Os resultados das observações citológicas em células 
meristemáticas das raízes de plântulas de alface, tratadas com diferentes 
concentrações das frações de Citrus, são apresentadas na Figura 37. 
Com o aumento da concentração das frações avaliadas, o valor do índice 
mitótico foi continuamente reduzido (Figura 37), sendo o maior efeito depressivo 
verificado na concentração de 1000 mg/L em que o índice mitótico atingiu inibição de 
± 69 % para a FM, quando comparado ao controle. Comparando-se as freqüências 
das diferentes fases da mitose dentro de cada tratamento, foi observada maior 
freqüência de prófase e menor freqüência das outras fases subsequentes. Com o 
aumento da concentração das frações, houve uma drástica redução no índice 
mitótico, com paralisação do crescimento radicular a partir da concentração de 500 
mg/L, em conseqüência principalmente da ausência de telófase. Essa interferência 
na divisão celular causada pela ação do extrato com acentuado efeito sobre a 
morfologia do sistema radicular (Figura 37) provavelmente representa um dos 







Figura 37 – Índice mitótico em células meristemáticas de raízes de plântulas de 
alface, expostas a diferentes concentrações da fração hexânica (FH), 
clorofórmica (FCL) e metanólica (FM) de Citrus sinensis (L.) Osbeck. 
Dados expressos em percentual em relação ao controle 





5.13.3 Análise da Atividade da peroxidase, catalase, ascorbato peroxidase, 
superóxido dismutase, polifenoloxidase, α- amilase e proteínas totais. 
A atividade das enzimas peroxidase e catalase foi acentuada em todas as 
concentrações das frações utilizadas, tendo um aumento da atividade enzimática 
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nas concentrações mais elevadas. No entanto, na análise da atividade da 
peroxidase, as plântulas de alface foram mais sensíveis às frações metanólica e 
clorofórmica, nas maiores concentrações ensaiadas, com aumento de ± 13 e ± 15%, 
sugerindo uma possível relação de causa e efeito. Já na atividade da enzima 
catalase a fração clorofórmica apresentou maior desempenho em relação às 
demais, com um aumento de ± 20% para a concentração de 1000 mg/L (Figura 38). 
Com relação à atividade da ascorbato peroxidase foi verificado um aumento 
acentuado da atividade enzimática em todas as frações ensaiadas, não sendo 
significativo apenas para a concentração de 250 mg/L da FH. A FM causou efeito 
mais acentuado na atividade desta enzima, com aumento de ± 34 UEA. mg. MF e ± 
39. UEA. mg. MF para as concentrações de 500 mg/L e 1000 mg/L em relação ao 
controle. A SOD apresentou aumento acentuado, onde a FCL e FM causaram um 
aumento de ± 9 UEA. mg. MF para ambas as frações na concentração de 1000 
mg/L. A POL aumentou de acordo com a concentração das frações utilizadas, 
existindo uma relação dose-dependência entre as frações e concentrações 
avaliadas. A FCL e FM na concentração de 1000 mg/L, causaram estímulo de 63 
UEA. mg. MF e 74 UEA. mg. MF, sendo estatisticamente significativo quando 
comparado ao controle (Figura 38). Com relação ao gasto energético (α- amilase), 
foi observado aumento na produção enzimática, em todas as frações e na maioria 
das concentrações ensaiadas, em comparação ao controle, sendo que a fração 
metanol não apresentou atividade na menor concentração. O processo de 
germinação de sementes leva a desencadeamentos enzimáticos capazes de 
desdobrarem reservas nutritivas com a finalidade de nutrição do eixo embrionário. 
Dentre as reservas está o amido e entre as enzimas hidrolíticas a α- amilase 
(BUCKERIDGE et al., 2004). No teor de proteínas, foi observado um aumento 
acentuado, em todas as frações avaliadas. Apenas a concentração de 500 mg/L da 
FH não causou aumento significativo em relação controle. Todas as concentrações 
da FCL e FM provocaram aumento no nível de proteínas totais, sendo que a 
concentração de 1000 mg/L da FCL e FM provocaram aumento de 222 e 234 UEA. 






Figura 38 – Atividade da peroxidase e catalase, ascorbato peroxidase, superóxido 
dismutase, polifenoloxidase e α- amilase, em plântulas de alface 
submetidas à fração hexânica (FH), fração clorofórmica (FCL) e fração 
metanólica (FM) de Citrus sinensis (L.) Osbeck. Dados expressos em 
percentual em relação ao controle 








*A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparação com a média do controle, pelo teste de 
Tukey. 
Figura 39 – Teor de proteínas totais, em plântulas de alface submetidas à 
fração hexânica (FH), fração clorofórmica (FCL) e fração 
metanólica (FM) de Citrus sinensis (L.) Osbeck. Dados 




5.13.4 Análise do teor de clorofila e respiração 
Com relação ao teor de clorofila, foi observado que as frações clorofórmica e 
metanólica causaram redução significativa no teor de clorofila em alface, em todas 
as concentrações avaliadas. As maiores concentrações reduziram a clorofila das 
folhas em estudo, causando diminuição da atividade fotossintética, com redução de 
± 14 mg/L e ± 15 mg/L na concentração de 1000 mg/L, respectivamente. 
Em relação à respiração em raízes foi observado que as FCL e FM foram as 
que mais causaram redução no processo de respiração apenas na concentração de 
1000 mg/L, com reduções de 1,524 e 1,116 UEA. mg. MF. A FH apresentou 
aumento da respiração em raízes na maior concentração, quando comparados ao 
controle (Figura 40). 
Vários autores têm reportado que algumas classes de aleloquímicos inibem 
a fotossíntese por induzir mudanças no conteúdo de clorofila das plantas receptoras 
(CHOU, 1999; BAZIRAMAKENGA, SIMARD, LEROUX, 1994; BLUM, REBBECK, 
1989; EINHELLIG, RASMUSSEN, 1979; EINHELLIG, KUAN, 1971). A aparência 
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clorótica das plantas seria um sintoma da degradação das moléculas de clorofila ou 
da inibição da sua síntese, ambos os efeitos mediados por aleloquímicos, que 
impedem a formação das Mg-porfirinas (EINHELLIG, 1986). Em ambos os casos, 
esses efeitos lembram a atuação dos herbicidas, como as piridazinonas e 




*A média do tratamento difere significativamente (p < 0,05) em comparação com a média do controle, pelo teste de Tukey. 
Figura 40 – Teor de clorofila e respiração em raízes de plântulas de alface 
submetidas à fração hexânica (FH), fração clorofórmica (FCL) e fração 
metanólica (FM) de Citrus sinensis (L.) Osbeck. Dados expressos em 




5.14 OBTENÇÃO DAS EMULSÕES FORMULADAS COM ÓLEO DA SEMENTE DE 
Citrus sinensis (L.) Osbeck  
As emulsões foram obtidas com sucesso após a seleção cautelosa das 
matérias-primas, com objetivo de comparar as formulações e avaliar a melhor 
formulação para incorporar o óleo de Citrus sinensis (L.) Osbeck e não a 
funcionalidade do óleo em sistemas emulsivos, pois a avaliação da emoliência do 
óleo seria impossível, devido a associações de emolientes contido nas matérias 
primas propostas. Optou-se por matérias-primas composta por associação de 
componentes para reduzir o estoque de matérias-primas, custo interno de logística, 
redução no custo de descartes de embalagens, assim como redução no custo do 
controle de qualidade em razão da unificação de lotes. Também se optou por duas 
formulações onde o processo foi realizado a frio com objetivo de facilitar o preparo 
das emulsões e diminuir os custos energéticos na indústria cosmética. 
Com o objetivo de obter um produto emulsionado estável no tempo 
necessário, foram selecionados tensoativos que supria os critérios desejados nas 
formulações. A concentração do tensoativo influencia na viscosidade da emulsão 
sendo essencial na qualidade de estabilidade do produto. A escolha dos óleos 
também é um fator relevante por possuírem características como espalhabilidade, 
absorção, viscosidade, sensação lubrificante e toque na pele. Assim, neste trabalho 
procurou-se desenvolver emulsões O/A com fase oleosa composta por óleo de 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck com obtenção de emulsões estáveis 
utilizando conjunto de tensoativos a 3,5%. 
Dentre as formulações apenas a formulação n° 2 descrita no Quadro 5 
houve a necessidade de aumentar a viscosidade da fase externa e interna, 
promovendo maior estabilidade da formulação, optou-se por Carbopol ultrez 21 
(Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer) um polímero, e o álcool cetílico um 
álcool graxo, adequado para a finalidade. Para estabilizar a emulsão foi necessária a 
utilização de uma concentração maior de agentes emulsificantes, pois isso resulta 
num filme ao redor das gotículas de óleo mais firme e compacto reduzindo a 
coalescência. Os álcoois graxos espessam emulsões pela formação de estrutura em 
gel que se prolonga da superfície das gotículas para a fase externa. Isso aumenta a 
viscosidade e impede o movimento das gotículas (MORAIS, 2006). 
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Os procedimentos de manipulação, como energia de agitação, tempo de 
homogeneização e temperatura de preparação, foram padronizados para melhor 
qualidade e estabilidade das emulsões. A forma de preparo de uma formulação pode 
influenciar no tamanho e homogeneidade das partículas, afetar estabilidade e as 
características finais do produto. 
De acordo com Morais (2006) o aumento da velocidade de agitação ou da 
concentração de tensoativo diminui o tamanho das partículas da fase oleosa e assim 
aumenta a viscosidade da emulsão, bem como sua estabilidade. 
As formulações foram preparadas de acordo com a metodologia descrita 
neste trabalho e a caracterização da formulação desenvolvida foi realizada vinte 
quatro horas após o preparo. Foram caracterizadas através da análise macroscópica 
e organoléptica, avaliação de homogeneidade por microscopia, determinação do tipo 
de emulsão, teste de espalhabilidade. Posteriormente foram realizados testes 
preliminares de estabilidade: centrifugação, estresse térmico, determinação do valor 
de pH. Também foram realizados os testes de estabilidade acelerada: ciclo gela 
degela e avaliação macroscópica, densidade, viscosidade, pH nas seguintes 
condições: temperatura ambiente, 45°C e exposição ao UV. Análises sensoriais 
foram feitas para comparar as formulações e com a formulação escolhida pelos 
voluntários foi realizada a análise de irritabilidade. 
As emulsões foram formuladas de acordo com o Quadro 5. 
 
Quadro 5 – Formulações com óleo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
Matérias Primas 
Concentração das matérias-primas % (p/p) 
Form. n° 1 Form. n° 2 Form. n° 3 
Hostacerin SAF 
®
 3,5 - - 
Olivem 1000 
®
 - 3,50 - 
RM 2051
®
 - - 3,5 
Carbômero - 0,20 - 
Álcool Cetílico - 1,00 - 
BHT 0,05 0,05 0,05 
Trietanolamina - q.s pH 5,7-6,7 - 
Glicerina 3,00 3,00 3,00 
Fenoxietanol e parabenos 0,60 0,60 0,60 
Óleo de semente de C. sinensis 2,00 2,00 2,00 
EDTA-NA 0,05 0,05 0,05 
Água deionizada qsp 100,00 100,00 100,00 
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5.14.1 Caracterização da formulação desenvolvida 
5.14.1.1 Análise macroscópica e organoléptica 
A análise macroscópica das formulações mostrou que todas apresentaram-
se visualmente estáveis. As formulações possuíam coloração branca, aspecto de 
creme, com odor característico das bases. A formulação n°3 apresentou menor 




5.14.1.2 Avaliação de homogeneidade das emulsões por microscopia óptica 
As formulações de n° 1, 2, 3 apresentaram glóbulos bem distribuídos e de 
tamanho uniforme quando analisadas por microscopia óptica em aumento de 40 
vezes. Estes parâmetros são indicativos de não coalescência, homogeneidade e 
estabilidade dos produtos emulsionados. A Figura 41 seguinte mostra o aspecto de 
cada emulsão, visualizado em microscópio óptico com aumento de 40X com adição 
de corante para melhor visualização. 
 
 
   
Formulação nº 1 Formulação nº 2 Formulação nº 3 
Figura 41 – Visualização das emulsões formuladas com óleo da semente de Citrus sinensis 






5.14.1.3 Determinação do tipo de emulsão 
De acordo com a Figura 42 as formulações foram classificadas como 
emulsão do tipo O/A. As três formulações solubilizaram facilmente em água e 
dificilmente em óleo mineral. 
 
 
Nota: (1) formulação nº 1 com água; (2) formulação nº 1 com óleo mineral; 
(3) Formulação nº 2 com água; (4) Formulação nº 2 com óleo mineral; 
(5) Formulação nº 3 com água; (6) Formulação nº 3 com óleo mineral. 
Figura 42 – Teste para determinação do tipo de 
emulsão das três formulações estudadas 
Fonte: A autora, 2010 
 
 
5.14.1.4 Teste de espalhabilidade in vitro das emulsões formuladas com óleo da 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
Buscou-se complementar os restantes dos testes com o teste de 
espalhabilidade in vitro. Este teste permitiu averiguar o desempenho da 
espalhabilidade das emulsões formuladas com o óleo da semente de Citrus sinensis 
(L.) Osbeck. O resultado denota que as três formulações apresentam espalhamento 
a partir de uma extrusão e por isso potencial para o uso em dermoformulações. 
O resultado da espalhabilidade in vitro das emulsões evidencia que a 
emulsão nº 2 tende a espalhar melhor com um resultado de 5.671,62mm2, acredita-




obteve resultado 4.474,69mm2 e a formulação que apresentou menor 
espalhabilidade foi a formulação nº 1 com 4.126,15mm2 (Figura 43). 
 
 
Figura 43 – Teste de espalhabilidade 
das formulações 





Na área cosmética é de suma importância o produto possuir eficácia, 
segurança e principalmente uma boa aceitação pelo consumidor. Diante disto as 
emulsões são muito utilizadas em produtos cosméticos, pois possuem a qualidade 
de apresentar uma boa aceitação pelo consumidor. Porém esses sistemas 
apresentam também desvantagens como instabilidade física, sendo a estabilidade o 
aspecto fundamental na avaliação da validade do produto. 
Uma emulsão estável é aquela que mantém a qualidade de fase oleosa 
dispersa na fase contínua, ou vice-versa, mesmo quando é submetida a tensões 
decorrentes de temperatura, agitação e gravidade (MORAIS, 2006). Desta forma, 
estabilidade é a capacidade que o produto possui num determinado período de 
tempo, do início ao final de sua vida útil, e em determinada embalagem, de manter 
as mesmas propriedades e características que tinha no momento em que finalizou a 
sua fabricação, por meio de um procedimento padronizado (D'LEÓN, 2001). Assim 
sendo, neste trabalho, utilizou-se o Guia de Estabilidade para Produtos Cosméticos 




Como as emulsões são sistemas termodinamicamente instáveis, podem 
apresentar instabilidade de diferentes maneiras sob a forma de cremeação (com ou 
sem agregação e aumento do tamanho da partícula), floculação (com ou sem 
cremeação), aumento do diâmetro da partícula (diminuição da área interfacial) e 
coalescência, resultando em fases separadas (RIEGER, 1996). 
Todas as formulações para dar continuidade ao estudo foram submetidas 
aos Testes de Estabilidade Preliminares, vinte e quatro horas após a manipulação e 
posteriormente foram realizados os testes de estabilidade acelerada. Emulsões 
recém-preparadas não devem ser submetidas a testes de estabilidade, a dispersão 
pode não ter adquirido estabilidade logo após o preparo. É desejável um período 
inicial de 24 a 48 horas após o preparo para que haja a estabilização da formulação 




5.14.2.1 Testes preliminares de estabilidade 
Os dados dos estudos de estabilidade preliminar devem ser analisados pelo 
conjunto de resultados obtidos nos diversos testes. Os estudos de estabilidade 
preliminar consistem na realização dos testes da fase inicial do desenvolvimento do 
produto, utilizando diferentes formulações com durações reduzidas. Empregam-se 
condições extremas de temperatura com objetivo de acelerar possíveis reações 
entre seus componentes e o surgimento de sinais, que devem ser observados e 
analisados conforme as características de cada tipo de produto. Pelas condições em 
que é conduzido, o estudo não tem finalidade de estimar a vida útil do produto, mas 
auxiliar a triagem das formulações (BRASIL, 2004). 
Foram utilizadas análise macroscópica, organoléptica e centrifugação para 
uma pré seleção da formulação, por serem métodos rápidos. Através da análise 
macroscópica pode-se observar a aparência da emulsão e verificar se houve ou não 
separação de fases, detectando a se a emulsão apresenta-se estável. As três 




Com a centrifugação pode-se também avaliar a estabilidade de diferentes 
emulsões, avaliando a coalescência ou a cremeação (MORAIS, 2006; AZZINI, 
1999). Este teste tem por finalidade aumentar abruptamente a força de gravidade, 
aumentando a movimentação das partículas, e gerar condição favorável para se 
observar uma possível instabilidade (BRASIL, 2004). As formulações desenvolvidas 
não apresentaram separação de fases frente ao teste de centrifugação, sendo todas 
consideradas estáveis e assim, submetidas ao teste de estabilidade acelerado. 
Os valores de pH obtidos para as formulações estudadas encontram-se na 
Tabela 17, onde pode-se observar que praticamente todas as formulações 
apresentaram pH levemente ácido, na faixa de 6,18 a 6,56. Entretanto, 
apresentaram valores de pH compatível com o pH cutâneo, pois quando aplicamos à 
pele algum produto que possua valor diferente de pH, alteramos as condições 




Tabela 17 – Valores do pH das formulações estudadas, acrescidas de 2,0% de óleo de 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck. 
Formulação F1 F2 F3 




Neste estudo também se utilizou o teste de estresse térmico proposto por 
Braconi et al. (1995), que emprega a temperatura como condição de tensão sobre a 
formulação e pode ser considerado um teste de realização rápida. 
De acordo com Ferrari (2002), as emulsões que não apresentam 
modificações após o teste de estresse térmico são potencialmente estáveis. 
Neste teste, as formulações foram submetidas ao ciclo de aumento de 
temperatura gradual por um período de tempo determinado. A cada elevação da 
temperatura, a análise macroscópica das formulações foi realizada a fim de 
acompanhar o surgimento de instabilidades físicas como gotas ou uma camada de 
óleo e separação de fase. De acordo com a Figura 44 as formulações submetidas a 





Nota: (1) Formulação nº 1; (2) Formulação nº2; 
(3) Formulação nº3 
Figura 44 – Visualização das emulsões 
após análise de estresse térmico 




5.14.2.2 Estudo de estabilidade acelerada das emulsões 
As emulsões analisadas pelos testes preliminares de estabilidade foram 
submetidas aos Testes de Estabilidade Acelerada. Normalmente, para a realização 
destes testes empregam-se condições agressivas de temperatura. Essas condições 
extremas aceleram os processos instabilidade, reduzindo o tempo para avaliação da 
estabilidade (MORAIS, 2006; MASSON, 2005; FERRARI, 1998). Os testes de 
estabilidade são realizados nas formulações devido à impossibilidade do aguardar 
dois a três anos de estocagem para determinar o prazo de validade do produto. 
O estudo da estabilidade das formulações do objeto de estudo foram 
avaliados por valores de viscosidade aparente mínima, densidade, pH e visualização 
macroscópica e organoléptica obtidos ao longo do período de 90 dias, submetidas a 
diferentes condições de armazenamento tais como temperatura ambiente (25°C± 
3°C), estufa 45± 2°C e exposição ao UV e foi realizado também o ciclo gela degela. 
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Durante o período de análise as formulações praticamente não apresentaram 
alterações significativas, tais como picos de instabilidade. 
Os dados foram submetidos a análise de variância e quando os efeitos dos 
tratamentos foram significativos, (p < 0,05), em relação a testemunha, as médias 
foram comparadas pelo teste de Tukey. Todos os resultados foram analisados 
considerando o nível de significância α = 5%. 
 
 
a) Análise Macroscópica 
 
As amostras foram submetidas a diferentes condições de armazenamento e 
foram avaliadas macroscopicamente. Durante a realização dos testes, não foram 
observadas alterações do tipo: cor, odor, aspecto após estocagem no ambiente, 
45±2°C e Exposição ao UV, durante o período de 90 dias. Exceto a formulação n° 2 
apresentou-se levemente modificada (LM), com coloração amarelada após exposto 
ao UV, na última avaliação, indicando processos de oxidação. 
Após os testes, nenhuma formulação apresentou qualquer sinal de 
instabilidade física, tais como a cremeação e a separação de fase. Esta última 
característica é uma das mais importantes a ser analisada, pois, uma vez ocorrida à 
separação de fases, todas as outras características específicas de uma emulsão 
também são afetadas. 
 
 
b) Ciclo gela degela 
 
No ciclo gela degela, as amostras foram expostas a condições distintas de 
temperatura, ou seja, num período de tempo, o produto foi armazenado na geladeira 
e, no outro, na estufa, ocorrendo alternância periódica até o prazo pré-estabelecido 
(BRASIL, 2004). As características macroscópicas, organolépticas e físico-químicas 
foram avaliadas antes e após o ciclo. Após a realização do ciclo as formulações não 
apresentaram alterações macroscópicas e organolépticas (Figura 45), os valores pH 
e densidade, antes e após o ensaio, não diferem estatisticamente de acordo com a 





Tabela 18 – Resultados ciclo gela degela 
Ciclo  
Formulação 1 Formulação 2 Formulação 3 
Início Final Início Final Início Final 
Aspecto N N N N N N 
Cor N N N N N N 



























*A média dos tratamentos diferem significativamente (p < 0,05), pelo teste de Tukey. 
ns 





Nota: A (Formulação n° 1); B (formulação n°2); C (formulação n°3) 
Figura 45 – Análise macroscópica ciclo gela degela 





De acordo com Camargo Junior (2006) a viscosidade é considerada a 
medida da resistência de um material ao fluxo, sendo que quanto maior a 
viscosidade maior a resistência. O aumento da viscosidade sugere que o sistema 
emulsionante aumenta a organização das estruturas microscópicas em função do 
tempo (ANDRADE, 2008). 
Os valores de viscosidade aparente obtidos demonstram que a formulação 
n°2 apresentou os maiores valores de viscosidade aparente em relação à 
formulação n° 1 e 3. A formulação de n° 3 apresentou o menor valor de viscosidade, 
contudo, não apresentou oscilações significativas no decorrer do estudo.  
Com relação à viscosidade, não houve diferenças significativas, havendo 
estabilidade nas três emulsões testadas de acordo com Tabela 19 e Figura 46. 
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Tabela 19 – Resultados da viscosidade aparente mínima (cP) inicial das formulações (F1, 
F2 e F3), acrescidas de 2,0% de óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, e das 
viscosidades aparentes mínimas (cP) quando as formulações foram mantidas no ambiente e 
submetidas a 45°C e UV por 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Valores calculados com spindle 6. 
Viscosidade aparente mínima (cP) 
  F1 F2 F3 



















































































































*A média dos tratamentos diferem significativamente (p < 0,05), pelo teste de Tukey. 






Figura 46- Gráficos da viscosidade inicial das formulações (F1, F2, F3), acrescidas de 2,0% 
de óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, e viscosidade quando as formulações 
foram mantidas no ambiente e submetidas a 45°C e UV por 7, 15, 30, 60 e 90 dias. A média 








O valor de  pH é um parâmetro significativo, também deve ser realizado para 
monitorar  a  estabilidade  de  emulsões, a  alteração do mesmo pode indicar uma 
decomposição química dos componentes  presentes  na  formulação  e/ou  permite  
ajustá-lo  ao  pH  ótimo  de  ação  de componentes presentes na formulação 
(AZZINI, 1999; FERRARI, 1998). Também pode-se ajustar a emulsão com o pH 
semelhante ao da pele  com o objetivo de  manter  seu equilíbrio. 
No caso de formulações com óleos vegetais a diminuição no valor de pH 
pode ser decorrente da hidrólise dos ésteres de ácidos graxos, gerando ácidos 
graxos livres (ANDRADE, 2008). 
 Todas as formulações apresentaram resultados satisfatórios em relação ao 
pH, dentro da faixa de variação do pH cutâneo ideal. O monitoramento da 
estabilidade através da determinação dos valores de pH revelou que as formulações  
mantiveram-se  estáveis  durante  o  período de  estudo. Estatisticamente as 
formulações não apresentam diferenças significativas (p<0,05) no valor do pH 
durante os 90 dias em tempos e temperaturas diferentes, sendo indicativo de 
processo de estabilidade (Tabela 20 e Figura 47)  
 
 
Tabela 20 - Resultado do pH inicial das formulações (F1, F2 e F3), acrescidas de 2,0% de 
óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, e pH quando as formulações foram 
mantidas no ambiente e submetidas a 45°C e UV por 7, 15, 30, 60 e 90 dias. Valores 
calculados com spindle 6 
*A média dos tratamentos diferem significativamente (p < 0,05), pelo teste de Tukey.  
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Figura 47 – Gráficos do pH inicial das formulações (F1, F2, F3), acrescidas de 2,0% de óleo 
de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, e pH quando as formulações foram mantidas no 
ambiente e submetidas a 45°C e UV  por 7, 15, 30, 60 e 90 dias. A média do tratamento não 








As formulações foram submetidas ao teste de determinação dos valores de 
densidade, pois esta pode estar relacionada ao controle de aeração e estabilidade 
do produto. Nenhuma formulação apresentou diminuição considerável da densidade 
não havendo aeração na formulação, uma vez seguiu as condições ideais de 
agitação proposta por Morais (2006) que é de 600 rpm. 
Estatisticamente as formulações não apresentam diferenças significativas 
(p<0,05) no valor da densidade durante os 90 dias em tempos e temperaturas 





Tabela 21 - Resultado da densidade inicial das formulações (F1, F2 e F3), acrescidas de 
2,0% de óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, e densidade quando as 
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*A média dos tratamentos diferem significativamente (p < 0,05), pelo teste de Tukey. 
 
ns 
A média do tratamento não difere significativamente.  
 
 
Figura 48 – Gráficos da densidade inicial das formulações (F1, F2, F3), acrescidas de 2,0% 
de óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck, e densidade quando as formulações 
foram mantidas no ambiente e submetidas a 45°C e UV por 7, 15, 30, 60 e 90 dias. A média 





Desse modo, as formulações n° 1, 2 e 3, foram consideradas estáveis neste 
estudo, sendo, assim selecionadas para a etapa de avaliação sensorial. 
 
 
5.14.3 Avaliação sensorial das emulsões 
Existe uma grande relação na análise sensorial com o sucesso e aceitação 
do produto cosmético pelo consumidor, já que avaliações do pesquisador são 
extremamente diferentes do consumidor, que avalia o produto relacionando a 
sensação de bem estar imediato e não as características químicas do produto. Com 
este estudo pode-se direcionar melhor o produto no mercado. 
Os resultados da avaliação sensorial foram realizados por pontuação 
individual de cada voluntária, conforme protocolo de painel aplicado e realizado. 
Para entendimento desta apresentação, cada requisito avaliado possui três colunas 
onde estão descritas as formulações, nesta coluna existe a resposta de cada 
voluntária para cada emulsão avaliada, para qual foram atribuídas notas de 1 a 5. O 
referido instrumento de avaliação encontra-se no anexo B deste trabalho. 
 
 
5.14.3.1 Interpretação estatística do instrumento de avaliação do teste sensorial 
Testes preliminares foram realizados, com a finalidade de verificar a 
normalidade e a homogeneidade da distribuição amostral, a fim de decidir sobre 
quais tipos de testes deveriam ser empregados (paramétricos ou não paramétricos). 
Estes testes revelaram que as amostras não eram homogêneas, desta 
maneira, para uma melhor interpretação dos resultados obtidos, o teste de escolha 
foi o não paramétrico de Friedman. 
Foi realizado o teste para verificar se existe diferença significativa entre três 
formulações (F1, F2 e F3) quanto às notas atribuídas a diferentes características 
(Toque e pegajosidade, Espalhamento, Sensação imediata e Sensação após 5 
minutos). Este teste sensorial não objetivou qualificar a funcionalidade do óleo de 
Citrus. Foram utilizadas emulsões cosméticas preparadas com associações de 
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matérias-primas destinadas ao sensorial agradável, com o objetivo de avaliar a 
capacidade de incorporar também o óleo de Citrus, como um dos componentes, sem 
interferir no aspecto sensorial, desta forma não foi necessário possuir uma 
formulação controle.  
Para amostras pequenas (N=20) e não normalidade da variável, o Teste 
estatístico para comparar três amostras independentes é o teste não paramétrico de 
Friedman (Tabela 22). 
 
 
Tabela 22 – Teste não paramétrico de Friedman para comparar as três amostras 
Característica avaliada Formulação N Média Desvio Padrão Teste de Friedman 
 F1 20 2,85 1,225818738  
Toque e Pegajosidade F2 20 3,8 1,399247918 p < 0,00335* 
 F3 20 4,15 0,812727701  
 F1 20 3,45 0,998683344  
Espalhamento F2 20 3,9 1,071152847 p < 0,00097* 
 F3 20 4,65 0,587142949  
 F1 20 3,4 1,142481141  
Sensação Imediata F2 20 3,8 1,056309365 p < 0,00889* 
 F3 20 4,25 0,910465468  
 F1 20 3,2 1,23969436  
Sensação após 5 minutos F2 20 3,6 1,142481141 p < 0,00328* 
 F3 20 4,5 0,827170192  




Foi observada diferença significativa entre as três formulações (F1, F2 e F3) 
para todas as características avaliadas pela nota atribuída. Para localizar as 
diferenças fez-se o Teste U de Mann–Whitney, comparando as amostras dois a dois. 











Tabela 23 – Teste U de Mann-Whitney 
Grupos Comparados Média Média 
Teste de Mann Whitney 
Significância 
Valor Exato de p 
Toque e Pegajosidade     
F1 x F2 2,85 3,8 0,030411256 p<0,05 
F1 x F3 2,85 4,15 0,000747408 p<0,05 
F2 x F3 3,8 4,15 0,698027551 ns 
Espalhabilidade     
F1 x F2 3,45 3,9 0,20119448 ns 
F1 x F3 3,45 4,65 0,000155115 p<0,05 
F2 x F3 3,9 4,65 0,032643355 p<0,05 
Sensação imediata     
F1 x F2 3,4 3,8 0,28876707 ns 
F1 x F3 3,4 4,25 0,021076795 p<0,05 
F2 x F3 3,8 4,25 0,182630837 ns 
Sensação após 5 minutos     
F1 x F2 3,2 3,6 0,368862391 ns 
F1 x F3 3,2 4,5 0,000933418 p<0,05 




Avaliando as distribuições individuais das notas atribuídas à análise 
sensorial para as características de Toque e de Pegajosidade, pode-se observar que 
as médias das formulações n°2 (F2) e formulação n° 3 (F3) são semelhantes entre si 
e distantes da média da formulação n°1 (F1) que recebeu menor nota avaliada pelas 
voluntárias. Nas distribuições individuais das notas atribuídas para a característica 
Espalhabilidade, pode-se observar que as médias para formulação n°1 e formulação 
n°2 são semelhantes entre si e distantes da média de formulação n°3 que recebeu 
nota média mais alta. Nas distribuições individuais das notas atribuídas para a 
característica Sensação imediata, pode-se observar que as médias da formulação n° 
1 e n°2 apresentam semelhanças e a formulação n° 2 e n°3 não diferem entre si, 
mas formulação n°1 difere significativamente da formulação n°3 que recebeu nota 
média mais alta. Nas distribuições individuais das notas atribuídas para a 
característica Sensação após 5 minutos, observou-se que a média da formulação 
n°1 e formulação n°2 não diferem, mas formulação n°3 difere significativamente das 






Gráfico 5 – Avaliação sensorial das formulações F1, F2, F3 

























Na avaliação sensorial (Gráfico 5), verificou-se que o parâmetro toque e 
pegajosidade, as formulações que obtiveram notas significativamente superiores 
foram F2 e F3. A F1 obteve resultado menos desejável em relação às outras 
formulações. Em relação ao parâmetro de espalhabilidade verificou-se que a F3 
apresentou uma melhor aceitabilidade pelos voluntários. Para a avaliação da 
sensação imediata obtida após a aplicação das formulações observou-se que as 
formulações F2 e F3 agradaram melhor as voluntárias em relação a F1. Já no caso 
do parâmetro sensação após 5 minutos da aplicação, verificou-se que a formulação 
F3 foi a escolhida entre as demais. 
Desta forma, avaliando o conjunto de parâmetros estudados em relação à 
avaliação do sensorial obteve-se maior aceitabilidade pelas voluntárias a F3, um 
resultado esperado devido à presença da associação com silicone. 
 
 
5.14.4 Ensaio de irritação em modelo organotípico - HET CAM 
Na avaliação da irritabilidade em modelo organotípico foi realizada apenas 
para formulação que apresentou maior aceitabilidade pelos voluntários, desta forma 
somente a formulação nº 3 foi testada. O resultado do ensaio em membrana 
corioalantóide apresenta-se na Tabela 24 e corresponde ao tempo que ocorreu os 
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diferentes efeitos provocados pela fórmula em teste.  O resultado foi expresso como 
a média dos valores obtidos nos três ovos analisados por produto. 
A formulação nº 3 apresentou ligeiro potencial irritante, porém o valor das 
pontuações está no limiar inferior, sendo estas quase não irritantes.  O mesmo já 
não acontece com o controle positivo NAOH (0,1N), sendo este moderadamente 
irritante. 
Pereira (2008) obteve resultados semelhantes aplicando este método com 
formulações com óleo de oliva e óleo de semente de uva, este se mostrou eficiente 
na identificação de produtos irritantes, porém possui baixa sensibilidade para 
classificar produtos moderadamente irritantes. 
Para complementar esses resultados, outros métodos poderiam ser 
empregados para comparação dos mesmos, como as análises “in vivo”. 
 
 
Tabela 24 – Classificação, pontuação da formulação nº 3 após o teste de irritação em 
modelo organotípico- HET-CAM (n=3) 
Produto testado Pontuação Classificação 





5.15 MICROENCAPSULAÇÃO DO ÓLEO DA SEMENTE DE Citrus sinensis (L.) 
Osbeck  
As microcápsulas contendo o óleo da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck, com a adição de Polisorbato 80 (Figura 49 H e I) apresentaram distribuição 
uniforme do óleo em comparação da microcápsula isenta de Polisorbato 80 (Figura 
49 D e E) . A morfologia externa das microcápsulas encontra-se na Figura 49 (A, B, 
C, F e G), onde predomina a forma esférica, com paredes lisas e íntegras, 
medianamente resistente à pressão, sem aparente porosidade e de tamanho 
aproximado de 500µm. Na Figura 49 (E) podemos verificar que a coloração cinza é 
predominante na superfície da microcápsula, enquanto que a coloração rosa 
predomina no núcleo da partícula contendo óleo da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck corada com corante vermelho lipossolúvel, demonstrando que realmente o 
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polímero esta ao redor da borda da microcápsula e que o óleo é passível de 
encapsulamento para futura utilização em cosméticos. 
 
   
   
   
Nota: A, B e C: Microcápsulas de alginato de sódio contendo óleo de semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck  isento de Polisorbato 80; D e E: Imagem em microscópio comum das microcápsulas de 
alginato de sódio contendo óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  isento de Polisorbato 80; 
F e G: Microcápsulas de alginato de sódio contendo óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
com de Polisorbato 80; H e I: Imagem em microscópio comum das microcápsulas de alginato de 
sódio contendo óleo de semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  com de Polisorbato 80. 
Figura 49 – Microcápsulas de alginato de sódio contendo óleo de 
semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck  
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A espécie Citrus sinensis (L.) Osbeck pertence à família Rutaceae, vários 
limonóides e flavonoides já foram identificados desta família. No presente trabalho 
foram isolados quatro compostos e dois foram identificados. A fração FC2 foi 
caracterizada como uma mistura de ácidos graxos e a fração FC4 apresentou 
mistura de dois limonóides identificados como  limonina  e nomilina. 
O uso do óleo fixo da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck como proposta 
na utilização industrial como matéria prima foi uma escolha adequada, devido sua 
composição de aproximadamente 80% de ácidos graxos insaturados (oléico, 
linoleico e α-linolênico) sendo um alto teor de poliinsaturados e rendimento próximo 
a 40%. O óleo também apresentou fluido não Newtoniano pseudoplástico, e boa 
espalhabilidade quando aplicado em emulsões, sendo apropriado em formulações 
dermocosméticas. 
Por meio da comparação da relação ácida graxo insaturado e ácida graxo 
saturada presentes na FH, componente FC2 e outros óleos da flora brasileira, foi 
obtida uma relação igual a 5.05 da FH. Esta relação é elevada em comparação a 
outros óleos e inferior apenas ao óleo da semente da camomila e óleo de 
amêndoas, embora superior à relação de poliinsaturados /monoinsaturados, sendo 
desta forma atraente para o mercado industrial.  
A atividade antioxidante, nos dois métodos testados (redução do complexo 
do fosfomolibdênio e do radical DPPH) não foi expressiva em comparação a Vit C e 
rutina. Pelo método do fosfomolibdênio a fração clorofórmio e metanol apresentaram 
maior atividade em relação às outras frações. Porém, esse resultado não se repetiu 
quando realizado o ensaio do DPPH, tendo a fração metanol e acetato de etila 
resultados superiores em relação às demais. 
Na atividade antimicrobiana do extrato bruto, por meio da técnica de 
Concentração Inibitória Mínima, este não apresentou atividade contra as bactérias 
testadas. 
O resultado do teste frente à Artemia salina sugere uma considerável 
bioatividade apenas da fração metanólica, pois, extratos com valores de DL50 
inferiores a 1000 μg/mL são considerados bioativos, caracterizando assim toxicidade 
desta amostra frente ao crustáceo. 
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O resultado negativo no ensaio de atividade hemolítica é um indicativo que 
esta não possui toxicidade nesse modelo, no entanto outros estudos de toxicidade in 
vitro e in vivo devem ser realizados para que se possa avaliar a toxicidade dessa 
espécie. 
A Fração Clorofórmio demonstrou atividade de estimulação da tirosinase 
com resultados estatísticos significativos na concentração de 300 µg/mL, em 
comparação aos controles. Este resultado nos remete a possibilidade de prosseguir 
os estudos para realizar ensaios com células “in vitro”, para comprovação da 
utilização da semente de Citrus sinensis (L.) Osbeck em doenças de 
hipopigmentação.  
Em relação aos bioensaios alelopáticos a análise dos resultados das frações 
de Citrus sinensis (L.) Osbeck indicaram que a intensidade dos efeitos variou em 
função das frações e das concentrações utilizadas. Na velocidade de germinação, 
foi verificado que todas as frações a reduziram. Com relação ao crescimento, foi 
verificado que todas as frações causaram redução no tamanho das plântulas, nas 
maiores concentrações ensaiadas. No teor de massa seca, foi observado que não 
houve reduções significativas em nenhuma das frações em ensaio. Com relação às 
alterações morfológicas, foi observado que todas as frações causaram redução em 
alguns dos parâmetros avaliados como aumento ou redução de pelos na zona 
pilífera, ou oxidação na região da coifa. Na divisão celular, foi observado que com o 
aumento da concentração houve redução no processo de divisão. Houve alterações 
das atividades enzimáticas em todas as frações.  No teor de proteínas, foi observado 
um aumento acentuado, em todas as frações. Com relação ao teor de clorofila, as 
frações clorofórmica e metanólica causaram redução significativa em todas as 
concentrações. Quanto à respiração em raízes, as amostras FCL e FM foram as que 
mais causaram redução no processo de respiração na concentração de 1000 mg/ L. 
A escolha de emulsões preparadas a partir de base autoemulsionável foi 
importante para ter maior facilidade na preparação e uma maior estabilidade, pois as 
formulações apresentaram-se estáveis durante o teste de estabilidade preliminar e 
acelerada, mantendo–se estável nas diferentes condições a que foram submetidas. 
O resultado da espalhabilidade in vitro das emulsões evidencia que a emulsão nº 2 
apresentou melhor resultado, a formulação nº 3 obteve resultado intermediário e a 
formulação que apresentou menor espalhabilidade foi a formulação nº 1. Na 
avaliação sensorial, a formulação n° 3 foi aquela que apresentou maior 
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aceitabilidade pelas voluntárias e ligeira irritação pelo método HET-CAM, sendo 
adequada para comercialização. 
As microcápsulas contendo o óleo da semente de Citrus sinensis (L.) 
Osbeck, com a adição de polisorbato 80 apresentaram distribuição uniforme do óleo 
em comparação a microcápsula isenta deste. Na morfologia externa das 
microcápsulas predomina a forma esférica, com paredes lisas e íntegras, 
medianamente resistentes à pressão, sem aparente porosidade e de tamanho 
variado. Isto evidencia a possibilidade de encapsulamento deste óleo para futura 
utilização em cosméticos com intuito de reduzir possível oxidação, pois os ácidos 
graxos insaturados são mais suscetíveis à deterioração que outros óleos e gorduras, 






7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
A utilização de subprodutos da indústria de Citrus é altamente desejável, 
visto que os depósitos contínuos desses resíduos aumentam o custo do 
processamento industrial, além de gerar poluição ambiental. 
O presente trabalho, como benefício ambiental, propõe a utilização de 
resíduos de Citrus sinensis (L.) Osbeck (sementes) tendo em vista o seu grande 
potencial como novas matérias-primas com maior valor agregado.  
O trabalho demonstrou a necessidade de pesquisas multidisciplinares desde 
o ponto de vista fitoquímico, até estudos que abordem atividades biológicas e 
dermocosméticas, de tal forma que a mesma incentive diversos ramos da ciência, 
permitindo melhores resultados. Nesta pesquisa foram envolvidos processos 
extrativos, isolamento e caracterização do óleo fixo extraído da semente, bem como 
algumas atividades biológicas e a aplicação do material obtido, que permitiram 
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ANEXO B – QUESTIONÁRIO AVALIAÇÃO SENSORIAL 
 






Qual nota, de 1 a 5 (desgostei muito até gostei muito), você daria sobre as seguintes 










pele após 5 
minutos 
 
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 
 
F2 F3 
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